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ROUSSEL Michaël 
Séquençage du génome du parasite intestinal Blastocystis sp. (ST7) : vers une meilleure 
compréhension des capacités métaboliques d’organites apparentés aux mitochondries chez ce 
microorganisme anaérobie 
Résumé 
Blastocystis sp., est un straménopile parasite anaérobie fréquemment rencontré dans le tractus 
gastro-intestinal de l’homme et de divers animaux. Ce microorganisme, parfois responsable de 
désordres digestifs aigus, pourrait conduire à des troubles fonctionnels intestinaux tels que le 
syndrome de l’intestin irritable (IBS). Le génome de Blastocystis sp., qui a fait l'objet d'un projet de 
séquençage en collaboration avec le Génoscope d’Evry, nous a permis de caractériser le plus petit 
génome de straménopile séquencé à ce jour (18,8 Mpb), avec une capacité codante de 6020 gènes. 
L’acquisition de nombreux gènes par transferts horizontaux est une caractéristique majeure de ce 
génome, qui montre d’abondants réarrangements génomiques. 
Bien qu’évoluant en anaérobiose, Blastocystis sp. possède des organites morphologiquement 
proches des mitochondries, appelés mitochondrion-like organelles (MLOs). Nous avons montré que 
ces organites comportaient un génome circulaire de type mitochondrial de 29,27 kpb, mais dépourvu 
des gènes codant pour les cytochromes. Des analyses in silico nous ont permis de caractériser le 
protéome des MLOs (365 protéines), conduisant à l’établissement d’un modèle prédictif des voies 
métaboliques associées à ces organites, avec notamment une chaine respiratoire limitée aux 
complexes I et II. Nous avons ainsi montré que les MLOs présentent des caractères communs aux 
mitochondries anaérobies et aux hydrogénosomes (présence d’une PFOR et d’une hydrogénase à fer), 
suggérant que Blastocystis sp. comporte des mitochondries anaérobies modifiées, qui résulteraient 
d’une adaptation du parasite à son environnement. 
Par ailleurs, la prédiction du sécrétome de Blastocystis sp. révèle la présence de facteurs de 
virulence potentiels, pouvant être impliqués dans l’altération de l’épithélium intestinal et le 
contournement du système immunitaire de l’hôte. 
Mots-clefs : génome, analyse in silico, mitochondrie anaérobie, hydrogénosome, sécrétome 
Abstract 
Blastocystis sp. is a highly prevalent anaerobic eukaryotic stramenopile parasite found in the 
intestinal tract of humans and various animals. This microorganism, sometimes associated with acute 
intestinal disorders, could be responsible for functional intestinal disorders such as the irritable 
bowel syndrom (IBS). As part of a collaborative sequencing project with the Genoscope (CEA Evry, 
France), we were able to caracterize the smallest stramenopile genome sequenced to date (18.8 Mbp) 
with a 6020 genes coding capacity. The gain of many genes through horizontal gene transfer is a 
major characteristic of this genome, which shows extensive genomic rearrangements. 
Despite the anaerobic nature of Blastocytists sp., this eukaryote harbours nevertheless 
mitochondrion-like organelles (MLOs). We have shown that these organelles have a 29.27 kbp 
mitochondrial-type circular genome that lacks cytochrome coding genes. In silico analysis allowed us 
to predict the MLOs proteome (365 proteins), with the subsequent predictive model of the metabolic 
pathways associated with these organelles, including an electron transport chain (ETC) restricted to 
complex I and II. We have shown that MLOs shared common characteristics with anaerobic 
mitochondrion and hydrogenosomes (presence of a PFOR and an iron-hydrogenase), which could 
mean that Blastocystis sp. harbours modified anaerobic mitochondrion that resulted from the parasite 
adaptation to its anaerobic environment. 
In addition, Blastocytis sp. secretome prediction reveals the presence of potential virulence 
factors, which could be involved in the degradation of the intestinal epithelium as well as the host 
immune system bypass. 
 
Key-words : genome, in silico analysis, anaerobic mitochondria, hydrogenosome, secretome 
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Introduction 
L’apparition de maladies émergentes ou ré-émergentes, causées par certains 
eucaryotes pathogènes comme les protozoaires, constitue actuellement un des grands 
enjeux de santé publique. Blastocystis sp., considéré comme un protozoaire parasite 
émergent, est retrouvé dans le tractus intestinal de l’homme mais aussi de divers animaux. Il 
est responsable d’infections cosmopolites fréquentes. Ce microorganisme est à ce jour le 
parasite le plus fréquemment rencontré dans les selles chez l’homme, et présente une 
prévalence beaucoup plus élevée que d’autres protozoaires intestinaux tels que Giardia, 
Entamoeba ou Cryptosporidium (Boorom et al., 2008). Blastocystis sp. est également un des 
rares parasites entériques à dépasser une prévalence de 5% dans la population générale des 
pays développés (Tan, 2008), celle-ci pouvant atteindre 60% dans les pays en 
développement (Saksirisampant et al., 2006). Des études indiquent que cette prévalence 
peut être supérieure à 40% chez des individus atteints de troubles fonctionnels intestinaux, 
comme le syndrôme de l’intestin irritable (IBS) (Dogruman-Al et al., 2010). Ce parasite est de 
plus fréquemment rencontré chez des patients immunodéprimés porteurs par exemple du 
VIH, ou présentant des cancers (Kurniawan et al., 2009). La contamination par Blastocystis 
sp. semble être facilitée par des contacts rapprochés avec les animaux (Parkar et al., 2010; 
Yoshikawa et al., 2009), suggérant une contamination d’origine zoonotique. Une telle 
prévalence dans la population humaine conduit naturellement à se demander quel est 
l’impact de ce parasite sur la santé humaine. L’intérêt croissant pour ce parasite a conduit à 
la création d’une fondation aux Etats-Unis (http://www.bhomcenter.org/), et à une 
importante augmentation du nombre de publications scientifiques ces dernières années. La 
pathogénie de Blastocystis sp. est cependant controversée, principalement du au fait que ce 
parasite peut être retrouvé chez des patients symptomatiques mais aussi chez des patients 
asymptomatiques (Dogruman-Al et al., 2008; Souppart et al., 2009). Néanmoins, de 
nombreuses études in vitro et in vivo montrent que l’infection par Blastocystis sp. peut être 
associée à des complications gastrointestinales, pouvant jouer un rôle dans les syndromes 
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de type IBS (Boorom et al., 2008; Tan, 2008). Tan et ses collaborateurs ont ainsi montré in 
vitro que Blastocystis sp. est capable de sécréter certains facteurs de virulence, comme des 
protéases, pouvant conduire à une altération de l’épithélium intestinal de l’hôte (Puthia et 
al., 2008), et à une destruction des immunoglobulines sécrétoires (Puthia et al., 2005). Par 
ailleurs, une considérable hétérogénéité moléculaire des isolats de Blastocystis sp. a été 
observée, avec l’identification de 9 sous-types différents (ST1 à ST9) présents chez l’homme 
(Stensvold et al., 2007b). Malgré toutes ces études, peu de données sont disponibles sur la 
biologie et le cycle de vie de ce straménopile parasite. 
Le premier objectif de mon travail a été de contribuer au projet de séquençage du 
génome de Blastocystis sp. ST7, afin d’apporter des données sur la structure du génome de 
ce straménopile parasite, ses capacités métaboliques, et son pouvoir pathogène potentiel. 
Le deuxième objectif était de caractériser, par des approches in silico et expérimentales, les 
organites à double membrane (MLOs) qui caractérisent ce protozoaire anaérobie. Les 
résultats sont présentés sur articles, précédés d’une revue bibliographique portant sur la 
découverte et la biologie de Blastocystis, et sur les mitochondries et les organites 
apparentés. Les résultats sont ensuite discutés. Enfin, la publication réalisée en marge de ce 
travail, concernant l’étude d’un facteur de virulence potentiel de Blastocystis sp. est annexée 
à la fin de ce manuscrit. 

 Page | 4  
 
 
 
 
Chapitre I 
 
Revue 
bibliographique 
 
 
 
« La connaissance s'acquiert par l'expérience, tout le reste n'est que de l'information. » 
Albert Einstein 
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I. Blastocystis sp., un parasite intestinal polymorphe à la 
diversité génétique complexe 
A. Taxonomie et diversité génétique de Blastocystis  sp. 
A.1 Une identification laborieuse 
Avant de nous plonger dans la classification taxonomique et la diversité génétique de 
Blastocystis sp., il est à mon sens important de revenir sur l’historique de la découverte de 
cet intrigant parasite. Son histoire débute par une grande effervescence autour de 
l’observation de cet organisme (dès 1849), qui fait souvent état d’une importante confusion 
à l’époque. L’intérêt pour ce microorganisme va progressivement décliner, avant de susciter 
à nouveau la curiosité de certains scientifiques, comme celle du docteur Charles Zierdt (en 
1967) qui va passer près de 20 ans de sa vie à l’étude de Blastocystis. Ce scientifique 
affirmait que « les difficultés empêchant le développement ordonné des connaissances sur 
Blastocystis hominis étaient largement la faute de l’organisme lui-même » (Zierdt, 1991). Il 
faut effectivement avouer que du fait de sa morphologie, ce parasite peut être confondu 
avec bon nombre de cellules ou d’organismes ; c’est d’ailleurs cette principale difficulté qui a 
semé le doute et la confusion dans les travaux des observateurs de cet organisme. En effet, 
comment peut-on apporter des connaissances sur un organisme sans certitudes concernant 
son identité? 
La première observation d’entités pouvant correspondre à ce microorganisme que 
l’on nommera plus tard Blastocystis hominis, est réalisée par Swayne (Swayne, 1849) et 
Brittan (Brittan, 1849) lors de leurs études sur l’épidémie de choléra qui a eu lieu à Londres 
en 1849. Pour eux, ces entités retrouvées dans les diarrhées de patients infectés sont la 
cause du choléra et sont désignées sous le nom de « cholera bodies » par Swayne et de 
« annular cells » par Brittan. Il n’est pas à exclure que Swayne et Brittan aient pu observer 
des cellules de Blastocystis (encore méconnu à l’époque) dans les selles de ces patients, mais 
Figure 1. Observations coprologiques d’Ascaris lumbricoïdes, de Trichuris trichiura et
de Blastocystis sp. Les œufs (flèches) d’ A. lumbricoïdes (A) et de T. trichiura (B) peuvent
parfois être confondus avec des cellules de Blastocystis sp. (C), compte tenu de leur
morphologie et de leur taille. Echelle : 20 μm. Sources : (A, B) http://www.lookfordiagnosis.com, (C)
photo réalisée par Philippe Poirier (UMR CNRS 6023, LMGE).
A B
C
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il semblerait que les dessins d’observations réalisés correspondent à des ovules d’Ascaris 
lumbricoïdes ou de Trichuris trichiura (Figure 1). 
Durant les années suivantes, l’observation de cet énigmatique parasite va être 
interprétée de façons très diverses. Il sera notamment confondu avec des cellules végétales 
ou des cellules en dégénérescence, probablement en raison des faibles performances des 
microscopes de l’époque. Blastocystis a par exemple été décrit à tort, comme un parasite 
responsable de certaines hépatopathies chez l’homme, de par sa ressemblance 
morphologique avec des hépatocytes dégénérés. Le nombre d’observations de Blastocystis 
se multiplie pourtant, non seulement chez l’homme, mais aussi chez certains animaux 
comme les serpents, les mouches, les rongeurs, ou encore les blattes, mais les auteurs de 
ces observations sont largement ignorés. 
Aux début du XXème siècle, Bensen, Alexieff, Swellingrebrel, pour n’en citer que 
certains, pensaient que Blastocystis était la forme kystique des flagellés Trichomonas 
intestinalis, Chilomastix mesnili ou Endolimax nana (Zierdt, 1991). Alexieff reconnait 
cependant son erreur et donne le nom de Blastocystis enterocola à cet organisme, qui est 
pour lui une levure. En 1912, Brumpt remplace l’épithète enterocola par hominis pour les 
organismes retrouvés dans les selles de patients humains (Brumpt, 1912). 
Il aura donc fallu attendre près de 60 ans pour que ce microorganisme soit considéré 
comme un organisme autonome et qu’il ait enfin une identité. Le nom de Blastocystis 
hominis demeure maintenant le nom utilisé dans la littérature actuelle, bien que la notion 
d’espèce (nous le verrons dans la suite de cette introduction bibliographique) soit parfois 
confuse. 
A.2 Un straménopile peu commun 
Blastocystis hominis est donc à l’époque classé parmi les champignons. De 
nombreuses publications vont se succéder, classant ce parasite dans différents genres de 
levure, tels que Schizosaccharomyces ou Saccharomyces. Pour Zierdt, le fait de rapprocher B. 
Tableau 1. Caractéristiques utilisées pour reclasser Blastocystis sp. parmi les protozoaires.
Blastocystis sp. ne comportent pas les mêmes propriétés physiologiques que les champignons , comme le 
montre cette comparaison avec une levure. D’après Zierdt, 1991.
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hominis des levures n’était pas dénué de sens. En effet, celui-ci présente une apparence 
proche des levures que l’on peut observer dans des selles fraiches, et son mode de division 
par fission binaire peut être facilement confondu avec un mode de division par 
bourgeonnement (Zierdt, 1991). 
Pourtant, Zierdt va démontrer pour la première fois, à travers des études 
morphologiques, ultrastructurales et physiologiques, le caractère de protozoaire de cette 
« levure intestinale » (Zierdt et al., 1967). Cet organisme est en effet incapable de se 
multiplier dans un milieu de culture pour champignons, et demeure sensible à des molécules 
utilisées contre les protozoaires (métronidazole), mais résistant aux fongicides (Zierdt, 1988, 
, 1991) (Tableau 1). En 1991, Zierdt classe ainsi B. hominis parmi les sporozoaires, avant de 
l’inclure dans la famille des sarcodines, en s’appuyant une nouvelle fois sur des observations 
morphologiques et ultrastructurales. 
L’avènement de la systématique moléculaire, qui repose sur l’analyse et la 
comparaison de la séquence de certains gènes, va littéralement transformer la vision de la 
phylogénie classique, en apportant aux scientifiques une méthode rapide permettant de 
déterminer les affinités phylogénétiques des organismes. Ainsi, la comparaison de la 
séquence partielle du gène codant l’ARN de la petite sous-unité ribosomale (ssu rRNA) de B. 
hominis avec celle d’autres eucaryotes conclut au fait que cet organisme n’est pas 
monophylétique avec la levure (Saccharomyces), les champignons (Neurospora), les 
sporozoaires (Toxoplasma) ou les sarcodines (Dictyostelium) (Johnson et al., 1989). Quelques 
années plus tard, Silberman et ses collaborateurs, en obtenant la séquence totale de ce gène 
proposent que Blastocystis devrait être classé parmi les straménopiles (Silberman et al., 
1996). Des données plus récentes, s’appuyant sur la séquence d’autres gènes, codant 
notamment pour une Hsp70 cytoplasmique, le facteur d’élongation 2 (EF-2), ou la sous-unité 
B de l’ATPase vacuolaire confirment effectivement les premiers travaux et l’appartenance de 
Blastocystis au groupe des straménopiles (Arisue et al., 2002). 
Figure 2. Exemples d’organismes appartenant au groupe des straménopiles.
Le groupe des Straménopiles comporte des organismes parasites comme l’oomycète
Phytophthora infestans (A) qui est un parasite de plantes, mais aussi des organismes libres tels
que la diatomée Thalassiosira pseudonana (B), ou l’algue brune Laminaria digitata (C).
Sources : (A) http://www.bioimages.org.uk, (B) http://www.sbae-industries.com, (C) http://www.sb-
roscoff.fr.
A B
C
© SBAE industries NV
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Les straménopiles, ou hétérokontes, correspondent à « un assemblage complexe et 
hétérogène, comportant des microorganismes unicellulaires et pluricellulaires, 
hétérotrophes et photosynthétiques » (Tan, 2004). Ceux-ci sont caractérisés par la présence, 
à un moment de leur cycle de vie, d’une cellule à deux flagelles, dont l’un porte des 
mastigonèmes (fines digitations de la membrane du flagelle). Ce groupe très diversifié 
comprend des organismes libres tels que des diatomées (Thalassiosira pseudonana), des 
algues brunes (Laminaria digitata), ou encore des organismes parasites comme les 
oomycètes (Phytophthora infestans) (Figure 2). 
Des études moléculaires montrent de manière surprenante que Blastocystis est 
phylogénétiquement proche du straménopile Proteromonas lacertae, un endosymbionte 
flagellé de l’intestin de lézards et d’amphibiens (Arisue et al., 2002; Hoevers and Snowden, 
2005; Noel et al., 2003). Toutefois, à la différence des straménopiles, Blastocystis ne 
possèdant pas de flagelle (et donc pas de mastigonème), une nouvelle classe, celle des 
Blastocystae a été spécialement créée (Cavalier-Smith, 1987). 
L’appartenance de Blastocystis aux straménopiles s’avère donc indéniable aux vues 
des différentes études phylogénétiques qui ont été menées. Il faut tout de même garder à 
l’esprit que ce straménopile, pour le moins singulier puisqu’il est le seul à pouvoir parasiter 
l’homme, demeure encore un organisme énigmatique. Nous allons d’ailleurs le découvrir au 
cours des différents paragraphes qui vont suivre. 
A.3 Diversité génétique et classification 
Blastocystis hominis est un parasite entérique humain et reste le parasite le plus 
fréquemment rencontré lors d’examens coprologiques parasitaires. Bien que son caractère 
pathogène et son rôle dans certaines complications gastro-intestinales soient encore sujet à 
discussion, sa prévalence varie fortement d’un pays à l’autre. De manière générale, celle-ci 
est relativement faible dans les pays développés comme le Japon (0,5 à 1%) (Hirata et al., 
2007), mais peut atteindre plus de 60% dans les pays en voie de développement comme 
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l’Indonésie (Pegelow et al., 1997). Blastocystis est également retrouvé chez de nombreux 
animaux, comme les primates, les oiseaux, les porcs, les bovins, les amphibiens, les 
rongeurs, les insectes et les reptiles (Abe, 2004b; Boreham and Stenzel, 1993a). La plupart 
des isolats, provenant de l’homme ou de différents groupes d’animaux, sont 
morphologiquement similaires, que ce soit en microscopie photonique ou électronique. 
Quelques études évoquent l’existence de différences morphologiques entre certains isolats 
(Cassidy et al., 1994; Stenzel and Boreham, 1996), mais il apparaît compliqué de différencier 
de manière claire un isolat, voire une espèce par rapport à un(e) autre, en se basant 
exclusivement sur des critères morphologiques. Toutefois, il est important de souligner que 
depuis 20 ans, un nombre grandissant de publications rapportent que le genre Blastocystis 
témoigne d’une très grande diversité génétique. De manière surprenante, une certaine 
hétérogénéité peut être retrouvée au sein d’un même isolat provenant d’un même hôte, 
alors que d’autres isolats provenant d’hôtes différents (humains ou animaux), sont 
similaires. 
A.3.1 Une diversité génétique complexe 
Cette surprenante et importante hétérogénéité génétique a été mise en évidence par 
des approches protéiques et immunologiques (Boreham et al., 1992; Gericke et al., 1997; 
Mansour et al., 1995; Muller, 1994), mais aussi par de nombreuses données apportées par 
les techniques de RAPD (Init et al., 1999; Yoshikawa et al., 1996; Yoshikawa et al., 1998), de 
PCR-RFLP (Abe et al., 2003a, 2003b, 2003c; Clark, 1997; Hoevers et al., 2000; Rivera and Tan, 
2005; Yoshikawa et al., 2000), de STS-PCR (Stark et al., 2007; Yoshikawa et al., 2004a; 
Yoshikawa et al., 2004b; Yoshikawa et al., 2009) et d’analyses caryotypiques en champ pulsé 
(Carbajal et al., 1997; Chen et al., 1997; Ho et al., 1994; Singh et al., 1996). Nous n’allons 
bien entendu pas entrer dans le détail de toutes ces études, mais voyons néanmoins 
quelques exemples marquants de cette diversité génétique.   
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Dès 1996, Yoshikawa et ses collaborateurs en analysant la diversité génétique par 
RAPD de quelques isolats humains et animaux, se sont aperçus que le profil d’un isolat 
provenant d’un patient japonais (HE87-1) et celui d’un poulet (CK86-1) étaient similaires, 
suggérant que l’isolat HE87-1 pourrait être d’origine zoonotique. Ces mêmes analyses ont 
néanmoins montré une différence totale de profil entre celui du poulet et ceux de 5 autres 
isolats prélevés sur des patients Singapouriens, évoquant le caractère très polymorphe du 
génome de Blastocystis (Yoshikawa et al., 1996; Yoshikawa et al., 1998). 
Cette diversité a également été mise en évidence par l’analyse caryotypique en 
champs pulsé (PFGE) de différents isolats humains. Ainsi, Carbajal et ses collaborateurs 
(1997) ont pu montrer des différences significatives (notamment sur le nombre de 
chromosomes) entre les profils caryotypiques de 15 isolats de B. hominis, dont 11 ont pu 
être regroupés en 3 caryotypes distincts (Carbajal et al., 1997). 
Dans un souci de classer et d’identifier les différents isolats, certaines études ont 
utilisé une approche par PCR-RFLP, afin d’analyser les variations de la séquence du gène 
codant l’ARN de la petite sous-unité ribosomale (ssu rRNA) de différents isolats de B. 
hominis. Ainsi, Clark et ses collaborateurs (1997) ont mis en évidence une importante 
diversité génétique, et ce, seulement à partir de 30 isolats. La comparaison des profils RFLP, 
appelés « riboprints », a permis de regrouper ces isolats en 7 ribotypes différents (Clark, 
1997). Il est à noter que 2 de ces isolats comportent un riboprint identique à celui d’un isolat 
provenant d’un cobaye, indiquant que certaines infections par B. hominis pourraient avoir 
une origine zoonotique, hypothèse précédemment émise par Yoshikawa (Yoshikawa et al., 
1996). 
L’analyse RFLP d’autres gènes, tels que celui codant pour le facteur d’élongation 1α 
(EF-1α) peut également mettre en évidence l’hétérogénéité génétique de Blastocystis. Les 
profils RFLP générés par l’utilisation du gène ef-1α sont désignés sous le nom de 
« elfaprints », les isolats comportant des profils similaires étant regroupés en elfatypes 
(Boorom et al., 2008). 
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Ces études, réalisées par des techniques d’analyses moléculaires différentes, 
aboutissent toutes à la même conclusion : le genre Blastocystis présente une vaste et 
importante diversité génétique entre isolats. L’engouement et l’excitation de la découverte 
de cette hétérogénéité a conduit à une difficulté majeure. Celle-ci réside dans le fait que les 
différentes études menées utilisent leurs propres protocoles et classifications, sans tendre 
vers une harmonisation des procédés mis en œuvre, qui permettrait d’établir des 
comparaisons fiables entre les diverses analyses. L’établissement et la classification des 
différents isolats entre eux se révèlent par conséquent très compliqués. Certains chercheurs 
comme Hoevers suggèrent ainsi que l’optimisation des analyses doit faire intervenir un 
système de référencement des isolats, et de standardisation des protocoles utilisés (Hoevers 
et al., 2000). Cette volonté grandissante se heurte néanmoins à l’absence de corrélation 
entre les isolats et des critères comme la spécificité d’hôte(s), ou la provenance 
géographique (Hoevers et al., 2000).  
A.3.2 Spéciation et classification 
Comme nous l’avons dit précédemment, Blastocystis est retrouvé non seulement 
chez l’homme, mais aussi chez de nombreux animaux tels que les primates, les oiseaux, les 
porcs, les insectes ou les reptiles, chez lesquels il présente une morphologie générale 
similaire. La question que se posent bon nombre de chercheurs est la suivante : les isolats 
provenant d’hôtes différents (homme, oiseaux, insectes… etc) appartiennent-ils à des 
espèces différentes de Blastocystis ? La solution pour certains chercheurs est d’utiliser des 
critères plus discriminants que l’observation, comme le profil caryotypique, ou la 
température optimale de croissance dans le cas des isolats retrouvés chez les reptiles. 
Certains scientifiques, en comparant les profils PFGE, affirment ainsi que les isolats humains 
et animaux sont en fait des espèces dissemblables, donnant naissance à de nouvelles 
espèces comme B. ratti (Tan et al., 1997), B. cycluri, B. geocheloni, ou B. pythoni (Tan et al., 
2002), respectivement isolés d’un rat, d’un iguane, d’une tortue, et d’un serpent. Il faut 
cependant rester prudent, compte tenu de la variation caryotypique importante chez B. 
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hominis (Lanuza et al., 1996). L’existence de telles différences caryotypiques entre isolats 
d’une même espèce a en effet également été rencontrée pour d’autres protozoaires, 
comme Trypanosoma brucei ou Giardia duodenalis (El-Sayed et al., 2000; Isaac-Renton et al., 
1993; Melville, 1997). Le nombre grandissant d’articles traitant de la diversité génétique 
d’isolats de Blastocystis permet non seulement de mettre à jour de nouveaux isolats, mais 
aussi d’étoffer les bases de données génomiques, généralement en séquences du gène ssu 
rRNA. Cette disponibilité de séquences a fait l’objet de nombreuses analyses de phylogénie 
moléculaire, dans le but d’étudier les affiliations phylogénétiques pouvant exister entre les 
divers isolats (Abe, 2004a; Arisue et al., 2003; Boorom et al., 2008; Noel et al., 2003; Noel et 
al., 2005; Ozyurt et al., 2008; Rivera, 2008; Scicluna et al., 2006; Souppart et al., 2009; 
Souppart et al., 2010; Whipps et al., 2010; Yoshikawa et al., 2009). 
Des analyses phylogénétiques de la séquence du gène ssu rRNA de 10 isolats 
provenant de 6 hôtes différents (homme, porc, canard, dinde, rat et poulet) ont permis de 
montrer que ces isolats pouvaient être classés en 3 groupes distincts, le groupe I incluant 2 
isolats humains et un isolat porcin (Noel et al., 2003). Ceci suggère que ces isolats 
appartiennent en fait à la même espèce, renforçant le caractère zoonotique de Blastocystis. 
Arisue et collaborateurs font également la même observation à partir de 16 isolats 
d’origine humaine et animale. L’analyse des séquences du gène ssu rRNA montre ainsi que 
ces isolats peuvent être classés en 7 groupes phylogénétiquement distincts, dont 5 
regroupent à la fois des isolats humains et animaux. Les auteurs suggèrent que les 7 groupes 
pourraient correspondre à des espèces différentes, mais que les divergences de séquences 
pourraient aussi s’expliquer par une vitesse d’évolution du gène ssu rRNA accrue chez le 
genre Blastocystis (Arisue et al., 2003). Le message principal reste toutefois que Blastocystis 
n’a qu’une faible spécificité d’hôtes, et peut par conséquent infecter aussi bien les animaux 
que l’homme. L’idée sous-jacente est que les animaux susceptibles d’être en contact 
rapproché avec l’homme, comme les porcs, les poulets ou les rongeurs, pourraient 
constituer un réservoir important de contaminations. 
Figure 3. Classification phylogénétique proposée par Noel et al., (2005).
Phylogénie réalisée par la méthode de maximum de vraisemblance à partir de la séquence du
gène ssurRNA de différents isolats de Blastocystis sp. d’origine humaine et animale.
Proteromonas lacertae est utilisé comme groupe externe. Les isolats humains sont indiqués en
caractères gras. Les groupes I à VII correspondent à la classification précédemment proposée par
Arisue et al. (2003). Les flèches indiquent les isolats pour lesquels la classification est incertaine.
Note : Depuis cette étude, 6 sous-types supplémentaires ont été identifiés (ST1 à ST13).
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L’apport de la phylogénie moléculaire a donc permis de prouver ce caractère 
zoonotique et hôte-non-spécifique de l’infection par Blastocystis. En effet, chacune des 
études s’intéressant aux affinités phylogénétiques d’isolats connus (ou inconnus), donnait 
naissance à une classification qui lui était propre, sous forme de groupes, de sous-types, de 
clusters ou de ribodèmes, rendant très complexe la notion d’espèce ou de groupe d’espèces 
chez Blastocystis. La volonté d’unifier ces différentes classifications est néanmoins 
perceptible dans certains articles. Nous pouvons ainsi citer la publication de Noel et 
collaborateurs (Noel et al., 2005), dans laquelle apparait une correspondance entre 
l’établissement de la nouvelle classification, et la classification déjà existante d’Arisue (Arisue 
et al., 2003) (Figure 3). Jusqu’ici, il était de coutume de parler de Blastocystis hominis pour 
des isolats provenant de selles humaines, et de Blastocystis sp. pour ceux d’origine animale, 
bien que, vous l’aurez compris, la notion d’espèce chez le genre Blastocystis soit 
relativement confuse. 
Quelques années plus tard, dans le cadre d’un projet collaboratif international, un 
consensus sur la terminologie de Blastocystis fut créé (Stensvold et al., 2007b). Dans cette 
nouvelle classification, que nous qualifierons d’universelle, tous les isolats provenant 
d’humains, de mammifères ou d’oiseaux sont désignés sous le nom de Blastocystis sp., et 
assignés à un des 9 sous-types (ST1-ST9) présents chez l’homme (Tableau 2), chacun des 
sous-types comportant une diversité génétique suffisamment divergente par rapport aux 
autres pour être assimilés à des espèces distinctes (Figure 4). Par la suite, un nouveau sous-
type fut identifié chez des primates et des artiodactyles, et désigné sous le nom de 
Blastocystis sp. ST10 (Stensvold et al., 2009a). Plus récemment, 3 sous-types 
supplémentaires (ST11, ST12 et ST13) ont été identifiés chez des animaux de zoo (Parkar et 
al., 2010). 
Les approches moléculaires modernes ont donc non seulement permis de mettre en 
évidence l’énorme hétérogénéité génétique de Blastocystis, mais surtout de conceptualiser 
celle-ci, à travers une classification universelle. Les études phylogénétiques menées sur les 
séquences du gène ssu rRNA de nombreux isolats indiquent que ce parasite n’est pas 
Tableau 2. Corrélation entre les différentes classifications existantes des sous-types de
Blastocystis sp. et consensus proposé par Stensvold et al. (2007). a Clades décrits par Arisue et al.
(2003) et Yoshikawa et al. (2004). b Sous-types décrits par Scicluna et al. (2006). c Groupes et sous-types
décrits par Noel et al. (2005). d Sous-types décrits par Yoskikawa et al. (1998, 2000). e,f Ribodèmes décrits
par Clark (1997), et Yoshikawa et al. (2000). g Sous-groupes décrits par Böhm-Gloning et al. (1997). h
Clusters décrits par Stensvold et al. (2006). i Sous-types décrits par Yoshikawa et al. (2000). D’après
Stensvold et al., 2007.
Figure 4. Relations phylogénétiques des 9 sous-types proposés par Stensvold et al. (2007).
Les nombres correspondent aux probabilités bayésiennes postérieures. Proteromonas lacertae est
utilisé comme groupe externe (non montré). D’après Stensvold et al., 2007.
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spécifique d’un hôte en particulier, mais que certains animaux, comme les porcs ou les 
poulets, pourraient constituer un réservoir de contaminations d’origine zoonotique. 
L’éventuelle pathogénie de Blastocystis pourrait être liée au génotype, conduisant ainsi à 
l’existence de sous-types pathogènes et non pathogènes. Cette hypothèse, émise par 
certains auteurs (Arisue et al., 2003; Clark, 1997), doit bien entendu être vérifiée.    
B. La biologie de Blastocystis sp. 
B.1 Un organisme polymorphe 
Ce protozoaire parasite anaérobie présente un polymorphisme important, se 
traduisant par l’existence de quatre formes majeures, connues sous le nom de forme 
vacuolaire, granulaire, amiboïde et kystique, rencontrées dans les selles de patients infectés 
et en culture in vitro (Tan et al., 2002). D’autres formes, observées de façon occasionnelle, 
ont également été mises en évidence notamment dans des échantillons de selles et de 
coloscopies (Stenzel and Boreham, 1996). Certaines présentent une absence de vacuole 
centrale (caractérisant la forme vacuolaire) et sont qualifiées de formes avacuolaires, alors 
que d’autres comportent une multitude de vacuoles, définissant ainsi la forme 
multivacuolaire (Stenzel et al., 1991). 
La plupart des données rapportées sur le caractère polymorphe de Blastocystis sont 
liées à des études microscopiques descriptives de la morphologie individuelle de chacune 
des formes, mais n’apportent que peu d’informations sur le « passage » d’une forme à une 
autre au cours du cycle de vie du parasite (qui est de surcroît hypothétique), et sur 
l’explication biologique de l’existence de ces différentes formes. Néanmoins, certains 
auteurs ont montré que le passage réciproque entre la forme kystique et la forme vacuolaire 
était possible in vitro (Chen et al., 1999; Moe et al., 1999; Zaman et al., 1999a), apportant 
ainsi des informations sur le mode de développement de Blastocystis sp. 
Figure 5. Observations en microscopie photonique de formes vacuolaires.
(A) Observations à partir d’un échantillon de selles d’un patient infecté par
Blastocystis sp. (B) Observation d’une culture axénique de Blastocystis sp. réalisée au
laboratoire. Noter la présence de la vacuole centrale (v) caractérisant la forme
vacuolaire (pointes de flèche). Echelle : 20 μm. Photos réalisées par Philippe Poirier et
Michaël Roussel (UMR CNRS 6023, LMGE).
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Figure 6. Observations en microscopie électronique à transmission de la forme vacuolaire de
Blastocystis sp. rencontrée en culture in vitro. (A) La forme vacuolaire est caractérisée par une
large vacuole centrale (VC), entourée par une fine bande de cytoplasme (Cyt), au sein duquel se
trouvent le noyau (N), et des organites à double membrane (MLO). (B) Grossissement montrant
l’ultrastructure du noyau (N) ainsi que les structures qui l’entourent, comme des inclusions lipidiques
(IL). (C) Grossissement d’un MLO montrant la présence d’une double membrane (flèche), et de
structures pouvant être apparentées à des crêtes (pointes de flèche). Echelle: (A) 5 μm, (B) 1 μm, (C)
300 nm. Photos réalisées par Damien Brosson (UMR CNRS 6023, LMGE).
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L’observation en microscopie électronique à transmission met en évidence des 
organites typiquement eucaryotes, les plus commodément repérables étant le(s) noyau(x), 
l’appareil de Golgi, et le réticulum endoplasmique. On constate également la présence 
d’organites à double membranes possédant des crêtes, faisant étrangement penser à des 
mitochondries, ce qui paraît naturellement surprenant chez un organisme anaérobie. Ces 
organites, possédant vraisemblablement des caractéristiques métaboliques mitochondriales 
et hydrogénosomales (Stechmann et al., 2008; Wawrzyniak et al., 2008) ont été nommés 
« mitochondria-like organelles » (MLOs). 
Le deuxième chapitre de cette introduction bibliographique sera ainsi consacré aux 
divers organites apparentés aux mitochondries, où nous verrons plus en détails leurs 
capacités métaboliques propres, montrant que l’existence de tels organites chez Blastocystis 
n’est pas un cas isolé. 
B.1.1 La forme vacuolaire 
Considérée comme la forme typique de reconnaissance de Blastocystis sp., la forme 
vacuolaire se présente sous un aspect sphérique et demeure la forme prédominante 
rencontrée en culture in vitro et dans les échantillons de selles (Figure 5). Sa taille est en 
moyenne de 10 μm de diamètre, mais certaines observations indiquent qu’elle peut varier 
d’une manière considérable aussi bien entre différents isolats qu’au sein d’un même isolat 
(Yaicharoen et al., 2006). Dunn et ses collaborateurs ont ainsi mis en évidence, à partir de 10 
isolats humains, une variation de taille s’étalant de 4 à 63 μm (Dunn et al., 1989). La forme 
vacuolaire peut parfois atteindre des dimensions records en culture axénique, de l’ordre de 
200 μm de diamètre (Stenzel and Boreham, 1996). 
Comme son nom l’indique, la forme vacuolaire est caractérisée par la présence d’une 
vacuole en position centrale occupant environ 90% du volume de la cellule (Figure 6), 
repoussant ainsi le cytoplasme sous forme d’une fine bande périphérique. Les organites 
cellulaires comme le(s) noyau(x), les MLOs, l’appareil de Golgi, et le réticulum 
Figure 7. Observation en microscopie électronique à transmission
du manteau de surface (glycocalyx) entourant la forme vacuolaire.
Le glycocalyx (pointes de flèches) entourant la forme vacuolaire peut
atteindre une épaisseur de 200 nm. Echelle : 500 nm. Photo réalisée par
Damien Brosson (UMR CNRS 6023, LMGE).
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endoplasmique sont la plupart du temps regroupés à une extrémité de la cellule, conduisant 
à un épaississement de la bande cytoplasmique à cet endroit (Tan, 2008).  
La vacuole centrale apparait la plupart du temps transparente en microscopie 
photonique, bien que la présence de fines structures membranaires soit observable de 
temps à autres. La fonction exacte de cette vacuole n’est pas encore connue mais certains 
auteurs ont montré la présence de glucides et de lipides, proposant un rôle de stockage 
d’espèces carbonées nécessaires au développement de la cellule (Yoshikawa et al., 1995a; 
Yoshikawa et al., 1995b). Certains auteurs suggèrent également que Blastocystis sp. serait 
capable de se multiplier par un mode de reproduction assimilé à de la schizogonie. Leurs 
observations montrent au sein de la vacuole centrale, des structures ressemblant à des 
formes vacuolaires de petites tailles. Selon eux, la vacuole jouerait donc un rôle essentiel 
dans ce mode de reproduction (Singh et al., 1995; Suresh et al., 1994b). Cette hypothèse est 
néanmoins très controversée et peu probable, compte tenu de l’extrême ressemblance de 
cette « progéniture » avec la description des granules métaboliques présents dans la vacuole 
centrale de la forme granulaire (Tan and Stenzel, 2003; Windsor et al., 2003). La présence 
d’ADN au niveau de ces structures n’a également jamais été prouvée. Enfin, cette vacuole 
pourrait avoir un rôle dans la mort cellulaire programmée du parasite, l’invagination de 
matériel cytoplasmique à l’intérieur de la vacuole, pouvant correspondre à des corps 
apoptotiques, étant parfois observée (Nasirudeen et al., 2001; Tan et al., 2001; Tan and 
Nasirudeen, 2005). 
La forme vacuolaire est très souvent entourée d’un manteau de surface, pouvant 
être apparenté à un glycocalyx (Lanuza et al., 1996), dont l’épaisseur varie en fonction des 
conditions de culture (Figure 7). Celui-ci est relativement épais pour des parasites 
fraichement isolés de fèces, mais devient de plus en plus fin durant les étapes de culture en 
laboratoire (Cassidy et al., 1994). Certaines cellules en sont même complètement 
dépourvues in vitro (Dunn et al., 1989). La raison pouvant expliquer cette variation 
d’épaisseur est encore inconnue. Un rôle de ce glycocalyx serait de piéger des bactéries, en 
vue d’un apport de nutriments pour la croissance de la cellule (Zaman et al., 1997b; Zaman 
Figure 8. Observations en MET de la forme granulaire de Blastocystis sp.
(A) La forme granulaire est également entourée d’un glycocalyx (gx) et présente une large vacuole
(VC) au contenu très granuleux (flèches). Autour de la vacuole est observée une fine bande de
cytoplasme dans lequel on retrouve, de manière similaire à la forme vacuolaire, les organites
comme le noyau (N) et des organites à double membrane (MLO). (B) Grossissement des granules
présents dans la vacuole centrale. Echelle : 2 μm (A), 100 nm (B). D’après Stenzel et Boreham, 1996.
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et al., 1999a). Ce manteau de surface pourrait également protéger le parasite contre le choc 
osmotique (Cassidy et al., 1994), et constituer une barrière mécanique contre les effecteurs 
du système immunitaire de l’hôte (Tan et al., 1997).
B.1.2 La forme granulaire 
La forme granulaire de Blastocystis sp. est morphologiquement identique à la forme 
vacuolaire, mais est caractérisée par la présence de granules très hétérogènes au sein de la 
vacuole centrale (Figure 8). Ces structures ont la forme de granules, de vésicules, de tailles 
plus ou moins importantes, et possèdent parfois une morphologie proche de celle des 
inclusions de myéline (Dunn et al., 1989). La forme granulaire est principalement rencontrée 
dans des cultures relativement vieilles, ou soumises à l’action d’antibiotiques. Celle-ci serait 
plutôt une forme vacuolaire au contenu cellulaire particulier, plutôt qu’un stade parasitaire 
distinct (Boreham and Stenzel, 1993b; Stenzel and Boreham, 1996). 
B.1.3 La forme amiboïde 
La forme amiboïde est rarement observée, et les descriptions morphologiques 
réalisées sont souvent contradictoires. La forme amiboïde apparaît comme une structure 
relativement petite (de 2,6 à 7,8 μm) aux contours irréguliers formant de larges 
pseudopodes. Les études ultrastructurales en microscopie électronique à transmission (MET) 
ont mis en évidence la présence de bactéries dans des vacuoles pouvant correspondre à des 
lysosomes, suggérant un rôle nutritif de cette forme. Curieusement, les organites types de la 
forme vacuolaire, tels que la vacuole centrale, les MLOs, ou le manteau de surface semblent 
être absents (Dunn et al., 1989). 
De manière intéressante, il a été montré que la forme vacuolaire de Blastocystis sp. 
était capable de se multiplier sur un milieu solide à base d’agar, en formant des colonies. Ce 
mode de culture semble favoriser la formation de nombreuses formes amiboïdes, facilitant 
ainsi leur étude (Tan et al., 1996b; Tan et al., 2000). Ces cellules d’environ 10 μm, présentent 
Figure 9. Observations en microscopie électronique à transmission de la forme
amiboïde de Blastocystis sp.
(A) La forme amiboïde, aux contours très irréguliers, est entourée d’un glycocalyx (gx), et
présente une large vacuole centrale (VC). (B) Les MLO (pointes de flèche) sont souvent localisés
au niveau des extensions cytoplasmiques. (C) Bactéries (b) entourées par un pseudopode.
Certaines bactéries sont complètement incluses dans le glycocalyx (gx). Noter la présence
d’une zone dense aux électrons (flèche), et d’un MLO (pointe de flèche). Abréviations : Cyt,
cytoplasme ; N, noyau. Echelle : 1 μm. D’après Tan et Suresh, 2006.
Cyt
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un contour irrégulier, de nombreux pseudopodes, et des structures ressemblant à des 
lysosomes, mais contrairement aux observations de Dunn, Tan et ses collaborateurs révèlent 
la présence d’une vacuole centrale (Figure 9A), et de MLOs au niveau des extensions 
cytoplasmiques (Figure 9B, 9C), suggérant que la forme amiboïde serait impliquée dans un 
processus nécessitant une importante quantité d’énergie (Moe et al., 1996; Tan et al., 2001; 
Tan and Suresh, 2006a). 
Les auteurs restent néanmoins prudents quant à l’observation de ces formes 
amiboïdes in vitro, celles-ci pouvant correspondre aux formes rencontrées in vivo, ou n’être 
que des artéfacts de culture. Toutefois, il est important de souligner que les formes 
amiboïdes de Trichomonas vaginalis induites également par culture sur milieu solide, sont le 
reflet exact des formes qui adhèrent à l’épithélium vaginal in vivo (Scott et al., 1995). La 
forme amiboïde de Blastocystis sp., de par la présence d’extensions cytoplasmiques, à fait 
l’objet d’une hypothèse selon laquelle elle jouerait un rôle dans la pathogénie du parasite, 
en adhérant aux cellules de l’épithélium intestinal de l’hôte (Katsarou-Katsari et al., 2008; 
Tan and Suresh, 2006a, 2006b). Cette hypothèse est néanmoins remise en cause par une 
étude récente, qui fait état d’une absence de corrélation entre la présence de formes 
amiboïdes dans les selles et la symptomatologie des patients (Souppart et al., 2009). 
Très peu d’informations sont actuellement disponibles sur les facteurs influençant la 
différentiation de la forme amiboïde, ou son rôle dans le cycle de vie du parasite. Certains 
chercheurs suggèrent que celle-ci constituerait une forme intermédiaire entre la forme 
vacuolaire et la forme kystique. La présence de bactéries et de débris cellulaires à l’intérieur 
de structures assimilables à des lysosomes (Stenzel and Boreham, 1996; Tan et al., 2001), 
pourrait en effet suggérer que la forme amiboïde serait impliquée dans un phénomène de 
stockage de nutriments, nécessaires au processus d’enkystement du parasite (Singh et al., 
1995; Suresh et al., 1994a). Cette hypothèse n’a jamais été démontrée, mais la formation de 
formes amiboïdes sur milieu solide évoque néanmoins la capacité de la forme vacuolaire à 
se déformer pour donner une forme amiboïde in vitro. 
Figure 10. Observations en microscopie électronique à transmission de la forme kystique de
Blastocystis sp.
La forme kystique est entourée d’une paroi formée de plusieurs couches (P), et présente un (A) ou
plusieurs noyaux (N) (B), des MLO, des réserves de glycogène (gly), de multiples vésicules (v) ainsi que des
inclusions lipidiques (IL). Notez l’absence de la vacuole centrale retrouvée chez les autres formes du
parasite. Echelle : 1 μm. D’après Stenzel et Boreham, 1996.
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B.1.4 La forme kystique 
La description de la forme kystique de Blastocystis sp., contrairement aux formes 
vacuolaires et granulaires, est relativement récente (Moe et al., 1996; Moe et al., 1997; Moe 
et al., 1999; Zaman et al., 1997a; Zaman, 1998; Zaman et al., 1998; Zaman et al., 1999b). La 
difficulté majeure de l’observation de kystes de Blastocystis sp. dans les fèces est 
essentiellement due à leur taille plus petite (3 à 5 μm) et leur forme, qui les rendent quasi 
indétectables par un examen en microscopie photonique classique. Ces kystes peuvent en 
effet être confondus avec des débris fécaux. La forme kystique est de plus très rarement 
rencontrée en culture in vitro. Le contenu cellulaire peut comporter un ou plusieurs noyaux 
(pouvant aller jusqu’à 4), des MLOs, des grains de glycogène et de lipides, ainsi que de 
multiples vacuoles (Figure 10) (Stenzel and Boreham, 1996; Zaman et al., 1995). Les kystes 
ont le plus souvent une forme sphérique, et comportent une paroi plus ou moins épaisse 
formée de plusieurs couches (Figure 10). Certains sont entourés d’une manteau fibrillaire 
plus ou moins lâche, de fonction inconnue (Zaman et al., 1997a). 
Bien que sensible aux désinfectants usuels, le kyste est capable de survivre dans l’eau 
distillée pendant plus de 19 jours à température ambiante (Moe et al., 1996), contrairement 
aux formes vacuolaires et granulaires, qui sont sensibles à l’oxygène et aux variations de 
température et d’osmolarité (Zierdt, 1991). Des études d’infections expérimentales de rats 
(Hussein et al., 2008; Iguchi et al., 2007; Yoshikawa et al., 2004c), de souris (Moe et al., 
1997) et d’oiseaux (Iguchi et al., 2007; Tanizaki et al., 2005) par des kystes de Blastocystis 
sp., montrent également que la forme kystique serait la principale forme infectieuse du 
parasite, et que la transmission est de type oro-fécale (Yoshikawa et al., 2004c). La forme 
kystique constitue donc probablement la forme de résistance et de dissémination de 
Blastocystis sp. dans l’environnement. 
La volonté de comprendre le mécanisme d’enkystement a fait l’objet d’études très 
intéressantes. Des protocoles permettant d’induire la formation de kystes in vitro ont ainsi 
été mis au point, à partir de la mise en culture de formes vacuolaires dans un milieu 
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spécifique dit « d’enkystement » (Suresh et al., 1993; Villar et al., 1998). La forme vacuolaire 
est donc capable, dans des conditions particulières d’incubation, de donner naissance à un 
kyste. Il est également à noter que la forme amiboïde serait un intermédiaire entre la forme 
vacuolaire et la forme kystique, jouant un rôle nutritif dans la mise en place du processus 
d’enkystement (Suresh et al., 1994a). Curieusement, les kystes obtenus in vitro ont une 
apparence similaire à la forme granulaire, et distincte des kystes observés dans les selles. 
Néanmoins, il est important de souligner que ces kystes comportent une épaisse paroi à leur 
périphérie, de la même manière que les kystes fécaux. Ils sont également résistants aux 
chocs hypotoniques (Villar et al., 1998), et sont capables d’infecter des rats par inoculation 
par voie orale, témoignant de leur caractère de résistance vis-à-vis des sucs gastriques 
(Suresh et al., 1993; Suresh et al., 1994a). 
La forme kystique, influencée par des facteurs actuellement inconnus, est à son tour 
capable de se différentier en formes vacuolaires, phénomène relativement bien décrit dans 
la littérature, par des observations en MET. Ces études, réalisées à partir de kystes fécaux 
mis en culture, montrent que ces derniers subissent plusieurs modifications structurales, 
comme l’augmentation de leur taille, la destructuration de la paroi qui les entoure, ou la 
formation d’une vacuole centrale au sein de leur cytoplasme. Au terme de ce processus de 
dékystement, le kyste donnera ainsi naissance à plusieurs formes vacuolaires (environ 4), 
certaines ayant l’apparence de formes granulaires (Chen et al., 1999; Moe et al., 1999; 
Zaman et al., 1999b). 
B.2 Cycle de vie et mode de contamination 
B.2.1 Un cycle de vie encore hypothétique 
De nombreux cycles de développement, parfois contradictoires, ont été proposés 
pour Blastocystis sp. (Boreham and Stenzel, 1993b; Singh et al., 1995; Stenzel and Boreham, 
1996; Tan, 2004, , 2008). Les raisons principales de ces discordances proviennent 
essentiellement de la nature pléiomorphe de ce parasite, de l’absence de modèles animaux 
Figure 11. Cycle de développement de Blastocystis sp. proposé par Tan, 2004.
L’infection est initiée lorsque le kyste de Blastocystis sp. est ingéré par un hôte (humain ou animal). Le
kyste se développe alors en formes vacuolaires dans l’intestin, qui vont se multiplier par fission binaire.
Certaines formes vacuolaires vont ensuite redonner des kystes qui seront disséminés dans
l’environnement par l’intermédiaire des fèces, et pourront contaminer un nouvel hôte (ou le même) par
une transmission de type oro-fécale. Le développement des autres formes étant peu connu, celles-ci sont
représentées par des flèches en pointillés.
Figure 12. Cycle de développement de Blastocystis sp. revisité par Tan, 2008.
Ce cycle de développement fait intervenir l’existence de sous-types zoonotiques, suggérant que l’homme
peut être potentiellement infecté par au moins 7 sous-types, et que certains animaux peuvent
représenter d’importants réservoirs de contamination. Le sous-type 3 (ST3) semble être le seul
uniquement retrouvé chez l’homme.
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propices à la vérification du postulat de Koch, mais également de la conviction que 
Blastocystis sp. utilise plusieurs modes de reproduction (Govind et al., 2002; Singh et al., 
1995; Zhang et al., 2007). Ainsi, il a été proposé que cet organisme pourrait se diviser par 
schizogonie (Singh et al., 1995), plasmotomie (Tan and Suresh, 2007), ou endodyogénie 
(Zhang et al., 2007). Pour certains chercheurs, l’observation de ces modes de reproduction 
n’est qu’artéfactuelle, et n’est due qu’au caractère pléiomorphe de cet organisme (Tan, 
2008). A l’heure actuelle, en l’absence de preuve prouvant de manière certaine l’existence in 
vivo de ces modes de division, seule la fission binaire, qui est régulièrement observée dans 
les selles, est acceptée.  
Les études menées sur l’observation et les mécanismes de différenciation de 
certaines formes morphologiques de Blastocystis sp. ont fourni d’importantes données sur la 
compréhension du cycle de développement de ce parasite. Ainsi, le cycle de vie proposé par 
Tan (2004), postule que l’infection est initiée lorsque le kyste de Blastocystis sp. est ingéré 
par un hôte, humain ou animal. Le kyste ainsi ingéré se développe alors en formes 
vacuolaires, au niveau de l’intestin, qui vont ensuite se diviser par fission binaire. Certaines 
formes vacuolaires vont s’enkyster, conduisant à l’apparition de kystes dans les selles, qui 
pourront à leur tour contaminer un nouvel hôte, voir le même hôte (Figure 11) (Tan, 2004). 
Le rôle exact des formes amiboïdes et granulaires n’est pas clairement élucidé, celles-ci 
n’apparaissent pas de manière active dans le cycle de développement proposé. Plus 
récemment, Tan (2008) décide de réaliser une mise à jour de ce cycle, en incluant les 
données liées aux sous-typages de Blastocystis sp., et à leur éventuelle spécificité d’hôte(s) 
(Figure 12). Ce nouveau cycle prend de surcroît en considération l’aspect zoonotique de la 
plupart des sous-types rencontrés chez l’homme, certaines groupes d’animaux pouvant 
constituer un important réservoir de contamination (Tan, 2008). 
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B.2.2 L’eau comme source de contamination
Les informations apportées au mode de contamination par Blastocystis sp., qui serait 
de type oro-fécale (Yoshikawa et al., 2004c), couplées au caractère résistant de la forme 
kystique dans l’eau (Moe et al., 1996), ont conduit certaines équipes de recherche à prendre 
en considération l’hypothèse selon laquelle la prévalence observée pour certaines 
populations ou certains pays, pourrait être liée à la consommation d’eau contaminée, ou à la 
proximité avec des animaux tels que le porc (Banaticla and Rivera, 2011; Eroglu and Koltas, 
2010; Leelayoova et al., 2008; Li et al., 2007b; Navarrete and Torres, 1994; O'Gorman et al., 
1993; Taamasri et al., 2000; Torres et al., 1992; Zaman et al., 1994). 
Dans une analyse réalisée à partir d’une population composée de soldats de l’armée 
thaïlandaise et de leur famille, Taamasri et collaborateurs (2000) constatent que Blastocystis 
sp. est le parasite le plus fréquemment rencontré dans les selles de ces personnes, avec une 
prévalence supérieure à 20% (Taamasri et al., 2000). De manière significative, les auteurs 
relient cette forte prévalence avec la consommation d’eau non filtrée ou non stérilisée, 
potentiellement contaminée par des kystes de Blastocystis sp. 
Le manque d’hygiène, de structures sanitaires, et l’absence complète de systèmes de 
purification de l’eau de boisson sont également des facteurs favorisant la contamination par 
Blastocystis sp. Malheureusement, certains pays en développement n’ont pas les moyens 
pour satisfaire ces exigences en matière d’hygiène, expliquant la forte prévalence de ce 
parasite. Ainsi, dans le cadre d’une analyse coprologique réalisée sur une population 
d’enfants au Chili (sur la côte de la province de Valdivia), Blastocystis sp. est le protozoaire 
intestinal le plus représenté (29,4%). Cette forte prévalence est intimement liée au caractère 
oro-fécal de la contamination. En effet, l’environnement dans lequel vivent ces enfants est 
totalement dépourvu de structures sanitaires, et comporte un péril fécal important du fait 
de la contamination fécale de la rivière Valdivia (Navarrete and Torres, 1994). 

 Page | 23  
 
Il est important de noter qu’en 2006, Bastocystis sp. a été ajouté par l’Organisation 
Mondiale de la Santé (OMS) dans les protocoles de recherche de parasites pour la 
vérification de la qualité de l’eau de boisson (http://www.who.int/water_sanitation_health/ 
gdwqrevision/blastocystis/en/), montrant l’intérêt croissant de ce parasite vis-à-vis des 
problèmes de santé publique qui pourraient apparaître. 
B.3 Culture en laboratoire 
De nombreux sous-types de Blastocystis sp. sont actuellement maintenus en culture 
in vitro. Bien que plusieurs milieux de culture puissent être utilisés pour la croissance de ce 
parasite, l’incubation a lieu dans des jarres anaérobies, et généralement à 37°C. La 
température d’incubation peut néanmoins être différente selon la provenance de l’isolat. 
Ainsi, les isolats provenant de reptiles sont préférentiellement incubés à 25°C (Singh et al., 
1996). 
Les cultures xéniques ou monoxéniques de Blastocystis sp. sont généralement 
maintenues dans le milieu de Jones (Jones, 1946), ou de Boeck et Drbohlav’s (Boeck and 
Drbohlav, 1925). Le milieu de Jones est de loin le milieu le plus utilisé, notamment dans la 
mise en culture d’échantillons de selles provenant de patients, dans le cadre de certaines 
études de sous-typages (Leelayoova et al., 2002; Stensvold et al., 2007a; Termmathurapoj et 
al., 2004). Il est également utilisé dans les premières phases de culture xénique du parasite, 
en vue d’éventuels protocoles d’axénisation. Les cultures axéniques, constituées de la forme 
vacuolaire du parasite, sont quant à elles maintenues en milieu IMDM (Iscove’s modified 
Dulbecco’s medium) ou MEM (Minimal Essential Medium), additionné de 10% à 30% de 
sérum de cheval (Ho et al., 1993). Afin de limiter la présence d’oxygène dans le milieu de 
culture, celui-ci est préalablement pré-réduit en chambre anaérobie pendant 48h. 
Le protocole d’axénisation peut parfois être long (de quelques semaines à plusieurs 
mois), laborieux, et peut dans certains cas se solder par un échec. La capacité de Blastocystis 
sp. à former des colonies à partir d’un milieu à base d’agar a permis une avancée notable 
Figure 13. Colonies de Blastocystis sp. sur milieu IMDM solide.
(A) Boîte de Pétri présentant de nombreuses colonies de Blastocystis sp. (B, C)
Grossissement d’une seule colonie. (D) Formes amiboïdes isolées à partir d’une colonie.
Noter la présence de larges inclusions (flèches) au sein de la vacuole. Echelle : 10 μm.
D’après Tan, 2008.
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dans l’optimisation des protocoles d’axénisation. Cette capacité n’est pas propre à ce 
parasite, puisque celle-ci a été utilisée par le passé, pour d’autres protozoaires comme 
Trichomonas vaginalis (Hollander, 1976), Entamoeba (Gillin and Diamond, 1978a, 1978b), 
Giardia intestinalis (Gillin and Diamond, 1980), ou encore Trypanosoma brucei (Carruthers 
and Cross, 1992). Cette propriété fournit un outil puissant puisqu’elle permet d’obtenir des 
populations clonales, qui constituent un atout dans les études de génétique et de biochimie. 
La faculté de Blastocystis sp. à former des colonies n’a été découverte que 
relativement récemment (Tan et al., 1996b; Tan et al., 2000). Elle consiste à étaler une 
fraction de culture provenant d’un milieu liquide à la surface d’un milieu solide contenant de 
l’agar, de l’IMDM et 10% de sérum de cheval. L’addition dans le milieu d’un agent réducteur 
comme le thioglycollate de sodium favorise également l’efficacité de croissance des colonies 
(Figure 13) (Tan et al., 1996a). L’utilisation d’une telle méthode permet a priori de séparer 
physiquement les colonies de Blastocystis sp. des colonies bactériennes, permettant par 
conséquent la mise en culture d’une seule colonie parasitaire en milieu liquide. Le résultat 
de cette manipulation aboutit ainsi à une culture clonale, à une charge bactérienne 
diminuée, qui pourra être plus facilement détruite par l’action d’antibiotiques. Certains 
isolats de Blastocystis sp. ont ainsi pu être axénisés (Chen et al., 1997; Ng and Tan, 1999). 
 L’axénisation de Blastocystis sp. peut également être réalisée à l’aide de cocktails 
d’antibiotiques (Chen et al., 1997; Ho et al., 1993; Lanuza et al., 1997; Ng and Tan, 1999), liés 
ou non à la méthode d’incubation sur milieu solide, afin d’éliminer les bactéries provenant 
de la flore intestinale de l’hôte. Il est intéressant de noter que certains protocoles, dans le 
but d’axéniser un grand nombre d’isolats, font intervenir une phase de centrifugation 
différentielle, dans le but de séparer les parasites de la majorité de la charge bactérienne, et 
une phase de traitement par des antibiotiques. Ainsi, Lanuza et collaborateurs, sont 
parvenus à axéniser 25 isolats en 3 semaines, en utilisant une séparation sur gradient de 
Ficoll-acide métrizoïque, suivie d’un traitement antibiotique à base d’ampicilline, de 
streptomycine, et d’amphotéricine B (Lanuza et al., 1997). 
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Quelques études font néanmoins état de l’échec du processus d’axénisation, et de la 
baisse d’efficacité de croissance de certaines cultures axénisées, émettant l’hypothèse que 
certains isolats de Blastocystis sp. auraient besoin de bactéries pour survivre (Chen et al., 
1997; Lanuza et al., 1997). 
B.4 Identification, Epidémiologie et Prévalence 
B.4.1  L’avènement du diagnostic moléculaire 
La majorité des protocoles hospitaliers de diagnostic de Blastocystis sp. sont réalisés 
à partir d’un examen direct des selles des patients, par l’observation en microscopie 
photonique des formes vacuolaires. Le biais majeur de cette technique réside dans le fait 
que l’absence de forme vacuolaire n’est pas une preuve de l’absence du parasite dans les 
fèces, ce qui conduit régulièrement à des faux-négatifs. En effet, l’observation directe par 
microscopie photonique ne permet pas de déceler la présence des kystes, qui sont de petite 
taille (3-5 μm) et peuvent facilement être confondus avec des débris fécaux. Pour limiter ces 
erreurs, il est également possible d’observer les selles après une mise en culture xénique de 
quelques jours en milieu de Jones, afin d’enrichir les fèces en parasites, et de faciliter le 
diagnostic (Stensvold et al., 2007a; Stenzel and Boreham, 1996; Tan, 2008). 
Néanmoins, la mise en culture d’un grand nombre de selles est couteuse en temps, et 
l’observation directe ne permet pas de déterminer le sous-type de l’isolat de Blastocystis sp. 
Afin de s’affranchir de cette difficulté, des amorces spécifiques du gène ssRNA de chacun des 
sous-types connus à ce jour ont été mises au point, dans le but d’utiliser une approche PCR 
applicable directement à partir des selles (Abe et al., 2003a, 2003b, 2003c; Santin et al., 
2011; Scicluna et al., 2006; Stensvold et al., 2006; Yoshikawa et al., 2004a; Yoshikawa et al., 
2004b). De récentes études, comparant les performances de ces diverses méthodes de 
diagnostic, montrent que l’approche par PCR est aussi sensible et fiable que la mise en 
culture des fèces (Parkar et al., 2007; Stensvold et al., 2007a; Suresh and Smith, 2004). Plus 
récemment, Poirier et collaborateurs ont mis au point une méthode de diagnostic de 
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Blastocystis sp. à partir d’échantillons de selles par une approche très sensible de PCR 
quantitative, permettant de quantifier la charge parasitaire, et de mettre en évidence le 
sous-type du parasite par séquençage des produits amplifiés (Poirier et al., 2011). 
L’intérêt de ces techniques de diagnostic et de sous-typage permet non seulement de 
réaliser des études épidémiologiques, mais aussi d’alimenter les collections de divers 
laboratoires ou centres de bio-ressource telles que l’ATCC (http://www.atcc.org), en cultures 
axéniques de différents sous-types. Ceci serait néanmoins impossible, sans la mise au point 
de protocoles de cryoconservation permettant le stockage et le transport d’isolats de 
Blastocystis sp. (Suresh et al., 1998). 
B.4.2 Epidémiologie et prévalence 
B.4.2.1 Un parasite intestinal cosmopolite 
De nombreuses enquêtes épidémiologiques effectuées dans différents pays 
identifient Blastocystis sp. comme le parasite intestinal le plus fréquemment retrouvé dans 
la population humaine. En France, grâce au réseau national Crypto-ANOFEL (ANOFEL, 2010), 
comme aux Etats-Unis (Boorom et al., 2008), la prévalence de ce parasite est en effet plus 
importante que celle d’autres protozoaires parasites intestinaux comme Giardia, Entamoeba 
ou Cryptosporidium. 
La prévalence observée varie beaucoup d’un pays à un autre, voire d’une population 
à une autre pour un même pays (Souppart et al., 2009; Tan, 2008). Cette différence peut 
s’expliquer, nous l’avons vu, par le manque d’hygiène, le contact avec certains animaux 
comme le porc, et la consommation d’eau ou de nourriture contaminée par des kystes, la 
voie oro-fécale étant considérée comme la voie de contamination privilégiée de Blastocystis 
sp. (Eroglu and Koltas, 2010; Leelayoova et al., 2008; Li et al., 2007b). La prévalence peut 
être faible dans certains états comme le Japon (0,5-1%) (Hirata et al., 2007) ou Singapour 
(3,3%) (Wong et al., 2008) et élevée pour des pays en voie de développement tels que le 
Brésil (40,9%) (Aguiar et al., 2007), l’Egypte (33,3%) (Rayan et al., 2007), ou l’Indonésie (60%) 
Tableau 3. Répartition des sous-types de Bastocystis sp. dans la population humaine de
différents pays. Les nombres entre parenthèses correspondent aux pourcentages. Noter que le sous-
type 3 (ST3) comporte la plus forte prévalence. D’après Souppart et al., 2009.
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(Pegelow et al., 1997). Cette prévalence peut être assez variable dans certains pays selon 
l’échantillon de population étudié, ou la méthode de diagnostic. Celle-ci est en effet 
comprise entre 1,9 et 32,6% en Chine (Li et al., 2007a) et entre 0,9 et 45,2% en Thaïlande 
(Saksirisampant et al., 2003; Saksirisampant et al., 2006). 
B.4.2.2 Prédominance de certains sous-types dans la population humaine 
La plupart des échantillons de selles inclus dans les enquêtes épidémiologiques 
concernent des infections par Blastocystis sp. par un seul sous-type. Les données disponibles 
sur la prévalence d’infections d’un même hôte par plusieurs sous-types, impliquant donc 
l’exposition à de multiples sources de contamination, indiquent que celle-ci est relativement 
similaire entre les pays, et comprise entre 2,6% et 14,3% (Dogruman-Al et al., 2008; Li et al., 
2007b; Souppart et al., 2009; Yan et al., 2006). 
La quasi-totalité des études épidémiologiques menées sur Blastocystis sp. rapportent 
que la majorité des infections humaines sont attribuées au sous-type 3 (ST3), avec une 
prévalence mondiale estimée à 61,2% (Tableau 3) (Dogruman-Al et al., 2008; Li et al., 2007a; 
Meloni et al., 2011; Souppart et al., 2009; Souppart et al., 2010). Quelques exceptions 
montrent cependant une forte prévalence du sous-type 4 (ST4) en Espagne (Dominguez-
Marquez et al., 2009) et au Danemark (Stensvold et al., 2011), et du sous-type 1 (ST1) en 
Thaïlande (Thathaisong et al., 2003). Néanmoins, le caractère dominant du ST3 dans la 
population humaine, même si celui-ci peut être retrouvé chez certains animaux, suggère 
fortement qu’il est le seul sous-type d’origine humaine, hypothèse déjà proposée par Noel 
et collaborateurs (Noel et al., 2005). La prédominance de ce sous-type pourrait par 
conséquent être principalement expliquée par une contamination interhumaine (Yoshikawa 
et al., 2000). 
Concernant la distribution des autres sous-types, il apparait que les sous-types 6 
(ST6) et 7 (ST7) sont régulièrement rencontrés en Asie, mais rarement observés en Europe. 
Le sous-type 8 (ST8) a seulement été isolé au Royaume-Uni et en Italie alors que le sous-type 
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9 (ST9) n’a été identifié qu’au Japon. Les infections par les sous-types 5 (ST5), 11 (ST11), 12 
(ST12) et 13 (ST13) sont quant à elles épisodiques chez l’homme (Parkar et al., 2007; Parkar 
et al., 2010; Yan et al., 2007). 
La comparaison de la séquence du gène ssu rRNA, et la prévalence respective des 
différents sous-types dans la population humaine indiquent que la majorité des sous-types 
supposés être d’origine animale sont en fait zoonotiques et sont capables d’infecter 
l’homme. Un risque plus élevé d’infection par Blastocystis sp. a également été montré chez 
les personnes ayant un contact étroit avec les animaux, tels que les gardiens de zoo, 
indiquant que les animaux représentent une source significative de contamination pour 
l’homme (Noel et al., 2005; Parkar et al., 2007; Parkar et al., 2010; Yan et al., 2007; 
Yoshikawa et al., 2009). 
B.5   Aspects cliniques de Blastocystis  sp. 
Blastocystis sp. est impliqué dans de nombreux symptômes gastro-intestinaux 
aspécifiques comme des diarrhées, des douleurs abdominales, des nausées, et/ou des 
vomissements (Boorom et al., 2008; Stensvold et al., 2009b; Tan, 2008). Il jouerait 
également un rôle significatif dans des maladies inflammatoires de l’intestin comme l’IBS 
(Irritable Bowel Syndrome) et l’IBD (Inflammatory Bowel Disease) (Dogruman-Al et al., 2009; 
Giacometti et al., 1999; Jones et al., 2009; Yakoob et al., 2004b; Yakoob et al., 2010a, 
2010b), ainsi que dans des colites ulcéreuses (Tai et al., 2010; Yamamoto-Furusho and 
Torijano-Carrera, 2010). Dans une étude récente excluant les patients comportant d’autres 
protozoaires intestinaux et bactéries, Dogruman-Al et ses collaborateurs rapportent que 
76% des patients atteints d’IBS sont porteurs de Blastocystis sp. (Dogruman-Al et al., 2010). 
De nombreux cas montrent également une association entre Blastocystis sp. et la présence 
d’urticaire (Gupta and Parsi, 2006; Hameed et al., 2010; Katsarou-Katsari et al., 2008). 
Il est intéressant de noter que l’observation de Blastocystis sp. serait liée à 
l’apparition d’importantes diarrhées chez des patients immunodéprimés atteints de SIDA ou 
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de cancer (Cirioni et al., 1999; Prasad et al., 2000; Tan et al., 2009; Tasova et al., 2000), et 
chez des patients hémodialysés (Kulik et al., 2008). Une autre étude, réalisée sur une 
population indonésienne, a montré une prévalence de 72,4% chez des patients porteurs du 
virus HIV (Kurniawan et al., 2009), et de 96% chez des enfants immunodéprimés présentant 
des symptômes diarrhéiques récurrents (Idris et al., 2010). 
Les quelques études qui se sont intéressées à la distribution des sous-types présents 
chez des patients symptomatiques et asymptomatiques, dans le but de déterminer une 
éventuelle pathogénie « sous-types dépendante », se sont heurtées à des résultats 
contradictoires (Dogruman-Al et al., 2008; Dogruman-Al et al., 2009; Kaneda et al., 2001; 
Souppart et al., 2009; Tan et al., 2008; Yan et al., 2006). Ceci est principalement dû au 
nombre limité de patients examinés dans chacune de ces études épidémiologiques. Ainsi, en 
prenant l’exemple de patients atteints d’IBS, d’IBD ou de diarrhées chroniques, certaines 
données rapportent que le sous-type dominant rencontré est le sous-type 3 (ST3) 
(Dogruman-Al et al., 2009; Jones et al., 2009), alors que d’autres études mettent en évidence 
une forte prévalence du sous-type 1 (ST1) (Yakoob et al., 2010a). De la même façon, 
certaines études rapportent que le sous-type 3 (ST3) semble être prédominant chez des 
patients présentant une urticaire chronique (Hameed et al., 2010; Katsarou-Katsari et al., 
2008), alors que Vogelberg et collaborateurs concluent plutôt à une prépondérance du sous-
type 2 (ST2) (Vogelberg et al., 2010). 
Les résultats in vivo d’endoscopies et de biopsies chez des patients atteints de 
blastocystose indiquent que Blastocystis sp. ne présente pas de caractère invasif de la 
muqueuse du colon, bien que des œdèmes et une inflammation de la muqueuse intestinale 
soient parfois observés (Chen et al., 2003; Dellers et al., 1992; Zuckerman et al., 1994). Cette 
inflammation induite par le parasite conduit à une altération des jonctions serrées 
aboutissant à des perturbations de la fonction de barrière de l’épithélium intestinal (Dagci et 
al., 2002). 
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B.6 Blastocystis  sp., un microorganisme pathogène ? 
B.6.1 Identification de facteurs de virulence potentiels in vitro 
Afin d’analyser l’effet cytopathique de Blastocystis sp. et d’identifier de potentiels 
facteurs de virulence, des études in vitro ont été menées sur des cultures de cellules de 
mammifères. Long et ses collaborateurs montrent que des cellules de Blastocystis sp. de 
sous-type 1 (ST1) n’induisent pas d’effet cytopathique chez les cellules épithéliales coliques 
humaines HT-29 et T-84. Cependant, après 24h d’incubation, la production de la cytokine 
pro-inflammatoire IL-8 et du granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) 
sont significativement augmentée, suggérant que Blastocystis sp. est capable de moduler la 
réponse immunitaire de son hôte. Des effets similaires ont été observés en utilisant le 
surnageant de culture du parasite (Long et al., 2001). 
Plus récemment, la production d’IL-8 a été décrite comme étant dépendante de la 
voie de signalisation NF-kB chez des cellules T-84, et que celle-ci est induite par la production 
de cystéine-protéases par Blastocystis sp. Hormis son effet pro-inflammatoire, la 
surexpression du facteur de transcription NF-kB pourrait également améliorer la survie et la 
dissémination du parasite. De plus, la production d’IL-8 par la cellule hôte pourrait aboutir à 
un influx de cellules inflammatoires au sein de la muqueuse intestinale, causant des 
dommages et des perturbations gastro-intestinales (Puthia et al., 2008). Les mêmes auteurs 
ont aussi montré que Blastocystis sp. est capable d’induire une apoptose des cellules 
épithéliales intestinales de rat IEC-6, indépendamment du contact direct avec le parasite, de 
diminuer la résistance trans-épithéliale, et d’augmenter la perméabilité épithéliale (Puthia et 
al., 2006). 
L’ensemble de ces données suggère que les aptitudes du parasite à moduler le 
système immunitaire, à altérer l’intégrité de l’épithélium, et à induire l’apoptose des cellules 
intestinales, pourraient jouer un rôle très important durant l’infection par Blastocystis sp. 
Quelques années plus tard, en étudiant l’effet d’antigènes solubilisés de Blastocystis 
sp. sur la viabilité cellulaire, Chandramathi et collaborateurs (2010) ont montré que des 
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antigènes du parasite favoriseraient la croissance de cellules cancéreuses, telles que des 
cellules humaines HCT116 issues de carcinome colorectal, et diminuent la réponse immune 
des cellules (Chandramathi et al., 2010a). Comme de nombreux autres protozoaires 
parasites (Sajid and McKerrow, 2002), les cystéine-protéases de Blastocystis sp., montrant 
une forte activité in vitro (Sio et al., 2006), sont sans aucun doute impliquées dans la survie 
du parasite in vivo, et représentent des facteurs de virulence. Des variations d’activités de 
type cystéine-protéase entre le sous-type 4 (ST4) et le sous-type 7 (ST7) ont néanmoins été 
rapportées, observations qui pourraient être attribuées à l’existence de sous-types virulents 
et non-virulents (Mirza and Tan, 2009). Ces protéases, présentes dans les lysats parasitaires 
de Blastocystis sp. et dans le milieu en fin de culture, sont capables de dégrader les 
immunoglobulines de type A (IgA) sécrétoires humaines, impliquées dans la défense 
immunitaire au niveau des muqueuses (Puthia et al., 2005). 
B.6.2 Modèles animaux et physiopathologie 
Plusieurs études d’infections expérimentales par Blastocystis sp. impliquant 
différents types d’animaux ont été reportées (Tan, 2008). Dans l’une des études pionnières 
de développement de modèles animaux, menée par Sureh et collaborateurs, l’observation 
directe des fèces de jeunes rats Wistar infectés oralement par 104 kystes (obtenus in vitro), 
montre une présence de Blastocystis sp. après 2 jours d’infection (Suresh et al., 1993). 
L’autopsie, réalisée au 7ème jour, révèle un grand nombre de cellules parasitaires dans le 
caecum, et un nombre plus restreint au niveau du gros intestin. Toutefois, des rats infectés 
oralement par la forme vacuolaire du parasite ne développent pas de maladie, suggérant 
que le caractère résistant de la forme kystique serait essentiel à la transmission du parasite. 
Une autre étude a été menée en utilisant différents protocoles d’infections 
expérimentales de souris BALB/c immunocompétentes par des kystes provenant d’un isolat 
humain (Moe et al., 1997). Les animaux ont été infectés avec succés, soit oralement par des 
kystes, soit de manière intra-caecale par une culture in vitro (formes vacuolaires). L’infection 
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est généralement limitée, même si quelques souris présentent une perte de poids et une 
certaine léthargie. Des formes granulaires et vacuolaires sont observées dans le caecum, 
mais seule la forme kystique est retrouvée au niveau du colon. Les examens histologiques du 
caecum et du colon révèlent d’intenses infiltrations de cellules inflammatoires, une lamina 
propria œdèmatiée, et un décollement muqueux. Les auteurs montrent également que la 
susceptibilité à Blastocystis sp. est dépendante de l’âge chez la souris BALB/c. En effet, les 
jeunes souris sont plus susceptibles que les souris adultes, et sont même résistantes à 
l’infection lorsqu’elles sont âgées de plus de 8 semaines. Yoshikawa et ses collaborateurs 
(2004) démontrent qu’une infection orale ou intra-caecale avec seulement 10 kystes, suffit à 
aboutir à une colonisation du caecum et du gros intestin par Blastocystis sp. chez des rats 
Wistar âgés de 3 semaines (Yoshikawa et al., 2004c). 
Plus récemment, Hussein et ses collaborateurs (2008) ont analysé le pouvoir 
infectieux de 4 sous-types (ST1, ST2, ST3, ST4) provenant de patients symptomatiques et 
asymptomatiques sur des rats Wistar de 4 semaines, oralement infectés par des cultures 
axéniques. De manière intéressante, les symptômes pathologiques les plus importants sont 
retrouvés chez les rats infectés par des isolats provenant de patients symptomatiques, alors 
que les rats infectés par des isolats asymptomatiques ne présentent que de légers 
symptômes pathologiques (Hussein et al., 2008). Les isolats symptomatiques de sous-type 1 
(ST1) induisent 25% de mortalité, indiquant leur caractère pathogène, alors que des variants 
pathogènes et non pathogènes semblent exister au sein des sous-types 3 et 4 (ST3 et ST4). 
Parallèlement à ces résultats, les auteurs décrivent également chez les rats infectés par des 
isolats symptomatiques une intense réaction inflammatoire, un décollement de la muqueuse 
intestinale, des œdèmes, et la présence de polypes précancéreux au niveau du caecum et de 
la partie proximale du colon. Il est suggéré que l’inflammation induite par Bastocystis sp. a la 
capacité d’altérer les jonctions serrées, ce qui conduit à des perturbations et à une 
augmentation de la perméabilité de l’épithélium intestinal. 
Certains parasites peuvent coloniser l’intestin en détruisant l’épithélium gastro-
intestinal par le biais de la dégradation des protéines de la matrice extracellulaire. En 
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relation avec cette activité, le parasite excrète une enzyme, la hyaluronidase, qui va faciliter 
l’hydrolyse des tissus et l’invasion de la muqueuse en dépolymérisant l’acide hyaluronique. 
L’étape d’invasion gastro-intestinale peut être mise en évidence par une augmentation de la 
quantité de hyaluronidase dans les urines (Hotez et al., 1994). Chandramathi et 
collaborateurs (2010) ont effectivement mis en évidence dans les urines de rats Sprague-
Dowley infectés par des kystes d’un isolat symptomatique, une augmentation significative 
du taux de hyaluronidase durant les 30 jours suivant l’infection, suggérant une activité 
invasive du parasite (Chandramathi et al., 2010c). Cette activité est également soutenue par 
l’augmentation des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8 dans le sérum des rats infectés. 
L’élévation significative du stress oxydant chez des rats inoculés avec un isolat humain de 
Blastocystis sp. établit également le lien avec le choc oxydatif activé par le système 
immunitaire de l’hôte (Chandramathi et al., 2010b). 
Elwakil et Hewedi (2010) remarquent que des souris fortement infectées par un isolat 
symptomatique de Blastocystis sp. (4x107 kystes), présentent des problèmes de locomotion, 
une léthargie, une perte de poids, et pour certaines d’entre elles, la présence de mucus dans 
les fèces. Deux semaines après infection, les examens histopathologiques du gros intestin 
révèlent une infiltration du parasite dans la lamina propria et la muscularis mucosae (Elwakil 
and Hewedi, 2010). Ces observations sont accompagnées d’une intense colite, et d’une 
infiltration de cellules inflammatoires (lymphocytes, histiocytes, eosinophiles). 
C. Traitements de la blastocystose 
Les traitements contre la blastocystose sont habituellement envisagés si le patient 
présente une diarrhée persistante et aucun autre pathogène hormis Blastocystis sp. dans les 
examens des selles. Si tel est le cas, le traitement consiste en l’administration d’une 
molécule antiparasitaire, le métronidazole, largement utilisée contre les protozoaires 
parasites anaérobies (Cassano et al., 2005; Moghaddam et al., 2005; Nigro et al., 2003). Dans 
la première évaluation de l’efficacité de cette molécule, Nigro et collaborateurs (2003) 

 Page | 34  
 
montrent que des patients immunocompétents, présentant Blastocystis sp. comme le seul 
responsable des diarrhées, répondent parfaitement au traitement, suggérant que ce 
parasite est capable d’induire des complications intestinales. Cependant, de nombreuses 
études rapportent un échec du traitement, particulièrement chez les patients comportant 
une infection aiguë par Blastocystis sp. (Haresh et al., 1999; Moghaddam et al., 2005; 
Stensvold et al., 2008; Stensvold et al., 2010; Yakoob et al., 2004a), ce qui évoque la possible 
existence d’isolats résistants au métronidazole. Cette hypothèse a été confirmée par une 
récente étude qui fait état de la résistance d’un isolat de sous-type 7 (ST7) au métronidazole, 
contrairement à la sensibilité d’un autre isolat de sous-type 4 (ST4) (Mirza et al., 2010). 
Par ailleurs, certaines études montrent que différents isolats de Blatocystis sp. 
provenant de patients, présentent de larges différences de sensibilité au métronidazole 
(Haresh et al., 1999), et que la forme kystique est hautement résistante à l’effet cytotoxique 
de cette drogue (Zaman and Zaki, 1996). Dans certaines circonstances, des antibiotiques 
standards (cotrimoxazole, ornidazole, nitazoxanide, paromomycine, chloroquine) peuvent 
être considérés comme un second choix de traitement (Cimerman et al., 2003; Diaz et al., 
2003; Mirza et al., 2010; Moghaddam et al., 2005; Rossignol et al., 2005; Stensvold et al., 
2008). 
Même si certains de ces antibiotiques semblent être efficaces contre Blastocystis sp., 
des échecs thérapeutiques sont également largement rapportés. En effet, une grande 
variation de susceptibilité vis-à-vis de certaines drogues a été démontrée entre plusieurs 
isolats de sous-types différents (Mirza et al., 2010). 
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II. Mitochondries et organites apparentés : témoignage du 
caractère événementiel et adaptatif de l’évolution 
A. Origine endosymbiotique de la mitochondrie 
La compréhension et le déchiffrage de l’origine de la cellule eucaryote est un des plus 
grands mystères de l’évolution. L’échelle évolutive de la vie sur terre, qui consiste en 
l’enchainement univoque des événements ayant conduit aux différents organismes qui nous 
entourent aujourd’hui, est en effet très difficile à appréhender. L’évolution de la vie sur 
terre, dont l’apparition est estimée à environ 3,6 - 3,8 milliards, et en particulier l’évolution 
de la cellule eucaryote telle que nous la connaissons aujourd’hui, peut être assimilée à un 
palimpseste, dans lequel l’écriture des événements évolutifs les plus anciens a fait place à 
celle d’événements plus contemporains. Ceci constitue donc une difficulté majeure dans la 
compréhension de l’élaboration de la cellule eucaryote, puisque certains épisodes évolutifs 
sont invisibles. 
Néanmoins, l’air de la génomique fournit un outil puissant dans la mise en évidence 
de certains événements évolutifs. En effet, la séquence ADN du génome d’organismes divers 
ou d’organites tels que les mitochondries ou les chloroplastes, constitue un véritable 
enregistrement de l’histoire évolutive de la cellule eucaryote (Hackstein et al., 2006). Le 
travail de Woese et collaborateurs (1990), a conduit à regrouper l’ensemble des organismes 
vivants en 3 domaines : les eubactéries, les archaebactéries et les eucaryotes (Woese et al., 
1990). Les études de séquençage de nombreux génomes d’organismes appartenant à ces 3 
domaines ont révélé que les génomes eucaryotes contiennent une forte contribution 
archaebactérienne et eubactérienne (Esser et al., 2004; Rivera et al., 1998). Bien que de 
nombreuses caractéristiques métaboliques soient d’origine archaebactérienne et 
eubactérienne, certaines, notamment structurales, sont exclusives aux eucaryotes. Ces 
propriétés sont liées à l’existence d’un système endomembranaire, incluant par exemple le 
réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi, et à la compartimentation de certaines voies 
métaboliques dans des organites à double membrane comme la mitochondrie. La question 
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sous-jacente à ces observations est la suivante : comment la cellule eucaryote a-t-elle acquis 
ces propriétés qui lui sont propres, et comment ces propriétés se sont-elles diversifiées 
durant l’évolution de l’ensemble des organismes eucaryotes ? 
L’acquisition d’un organite aussi particulier que la mitochondrie dans le processus 
d’évolution des eucaryotes, a certainement été un événement central dans le 
développement de nombreuses caractéristiques de la cellule eucaryote (Shiflett and 
Johnson, 2010). La mitochondrie serait, d’après la théorie de Margulis et collaborateurs le 
résultat d’une endosymbiose (Margulis, 1970), entre un proto-eucaryote qui aurait 
internalisé une bactérie. La raison pour laquelle la bactérie n’a pas été dégradée par le 
système enzymatique de cette cellule primitive reste un mystère, mais des intérêts mutuels 
auraient permis cette symbiose, conduisant même la bactérie endosymbiotique à devenir 
dépendante de son hôte, jusqu’à aboutir aux organites mitochondriaux que nous 
connaissons aujourd’hui. 
Plusieurs preuves tendent à valider cette hypothèse. Il est tout d’abord intéressant 
de noter que seule la membrane interne mitochondriale est caractérisée par la présence 
d’un lipide particulier, la cardiolipine, qui est un lipide de type bactérien. La présence d’une 
double membrane chez la mitochondrie serait en effet le résultat du phénomène 
d’internalisation du procaryote, la membrane externe provenant de la membrane plasmique 
du proto-eucaryote, la membrane interne correspondant à la membrane de la bactérie. De 
plus, grâce aux analyses phylogénétiques réalisées à partir du séquençage de nombreux 
génomes mitochondriaux, il est actuellement admis que les mitochondries sont issues d’une 
α-protéobactérie, et plus particulièrement de Rickettsia prowazekii (Andersson et al., 1998; 
Gabaldon and Huynen, 2003, , 2004), qui est une bactérie intracellulaire obligatoire. 
L’ensemble de ces données répond à la question de l’identité de l’organisme qui a donné 
naissance à l’endosymbionte, mais qu’en est-il de l’identité du proto-eucaryote ? 
Différentes théories ont été proposées pour répondre à cette question et expliquer 
les circonstances dans lesquelles l’eucaryote primitif a acquis cette proto-mitochondrie. 
Figure 14. Hypothèses décrivant l’origine de la cellule eucaryote.
(A) Hypothèse faisant intervenir un scénario à deux étapes. La première constitue la formation d’un
eucaryote primitif amitochondrial (Archézoaire mito -) par fusion entre une archaebactérie et une
bactérie Gram négative. La deuxième étape est l’acquisition d’une proto-mitochondrie par
endosymbiose d’une -Protéobactérie, conduisant à la formation d’un eucaryote comportant des
mitochondries (Eucaryote mito +). (B) Création simultanée de la cellule eucaryote et de la mitochondrie
par fusion entre une archaebactérie méthanogène (hôte), et une -Protéobactérie productrice
d’hydrogène (symbionte). D’après Lang et al., 1999.
Archaebactérie
Bactérie
Gram négative
-Protéobactérie
Archézoaire (mito - ) Eucaryote (mito + )
Eucaryote (mito + )Archaebactérie
méthanogène
-Protéobactérie
productrice d’hydrogène
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Certaines de ces théories postulent que le proto-eucaryote était un membre de la famille 
des archaebactéries (Cox et al., 2008), et que l’acquisition de l’endosymbionte mitochondrial 
a rapidement conduit au développement des propriétés caractérisant les cellules eucaryotes 
actuelles. D’autres théories affirment que la plupart des caractéristiques eucaryotes, comme 
le noyau ou le réticulum endoplasmique, étaient déjà en place au sein du proto-eucaryote, 
transformant progressivement l’endosymbionte en mitochondrie (Embley and Martin, 
2006). 
La différence majeure entre ces théories est par conséquent le moment où cette 
mitochondrie primitive a été acquise. La première suggère l’inexistence de cellule eucaryote 
« vraie » avant le phénomène d’endosymbiose. A l’inverse, la deuxième prétend que la 
cellule eucaryote existait déjà, avant même l’événement d’endosymbiose mitochondriale 
(Figure 14). 
Les premières constructions de l’arbre phylogénétique du vivant ont conduit à 
l’identification d’organismes unicellulaires eucaryotes particuliers, apparemment dépourvus 
de mitochondries, et considérés comme étant les preuves vivantes de l’existence de cellules 
eucaryotes avant la symbiose mitochondriale (Figure 14). Cavalier-Smith décide par 
conséquent de créer un taxon paraphylétique, situé à la base de l’arbre évolutif eucaryote, 
afin de regrouper ces organismes sous le nom d’Archézoaires (Cavalier-Smith, 1987). Les 
Archézoaires sont représentés entre autres par des parasites intracellulaires obligatoires 
comme les microsporidies (Encephalitozoon sp.), et des parasites microaérophiles humains 
tels que les amoebozoaires (Entamoeba sp.), les diplomonadines (Giardia sp.), ou les 
parabasalides (Trichomonas sp.) (Hjort et al., 2010). 
Cependant, les études moléculaires et phylogénétiques des quinze dernières années 
montrent que l’ensemble des archézoaires étudiés jusqu’ici possèdent tous des organites à 
double membrane ayant une origine mitochondriale (Embley and Martin, 2006). Ces 
données invalident donc l’hypothèse des archézoaires, et suggèrent fortement que la 
Figure 15. L’ensemble des eucaryotes comportent des organites dérivés des mitochondries.
Les eucaryotes peuvent être divisés en 5 groupes majeurs. Tous comportent des mitochondries (en
rouge), des mitosomes et des MLOs (en bleu), ou des hydrogénosomes (en vert). D’après Shiflett et
Johnson, 2010.
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présence d’une mitochondrie ou d’un homologue mitochondrial est une propriété eucaryote 
(Figure 15). 
Ces organismes, anaérobies ou microaérophiles pour la plupart, comportent en effet 
des organites qui possèdent des propriétés particulières, mais tous semblent dériver d’une 
mitochondrie ancestrale. Ces descendants mitochondriaux sont connus sous le nom 
d’hydrogénosomes, de mitosomes, ou de MLOs (Mitochondrion-Like Organelle) (Shiflett and 
Johnson, 2010). Les caractéristiques de ces différents organites feront l’objet d’une 
investigation approfondie dans la suite de cette étude bibliographique, où nous verrons que 
la mitochondrie n’est pas une entité figée, mais que celle-ci témoigne d’une formidable 
diversité morphologique et métabolique. 
B. La mitochondrie : un organite polymorphe aux capacités 
métaboliques multiples 
B.1 La mitochondrie aérobie «  textbook » 
B.1.1 Une morphologie singulière 
La mitochondrie, d’une taille moyenne d’environ 1 μm, est l’un des premiers 
organites observés en microscopie électronique, et la volonté de déchiffrer sa structure 
commence dès le début des années 1950. Ainsi Palade (1952), identifie la présence d’une 
membrane externe et d’une membrane interne, celle-ci formant des sortes de replis, qu’il 
appellera crêtes mitochondriales. Le modèle schématique de la mitochondrie, couramment 
utilisé dans les ouvrages scolaires, est essentiellement celui de Palade (Frey et al., 2002). 
Nous avons tous en tête ce schéma dans lequel la mitochondrie est délimitée par une double 
membrane (une membrane externe et une membrane interne), la membrane interne 
formant des crêtes mitochondriales tubulaires et aplaties. Les membranes externes et 
internes définissent deux compartiments : l’espace inter-membranaire délimité par les deux 
Figure 16. Morphologies de la mitochondrie aérobie.
(A) Schéma classique de la mitochondrie « textbook » délimitée par une double membrane, la
membrane interne formant des crêtes mitochondriales tubulaires et aplaties. Les membranes externes
et internes définissent deux compartiments, l’espace intermembranaire délimité par les deux
membranes, et la matrice, délimitée par la membrane interne. (B, C) Types morphologiques rencontrés
lors de l’observation en MET d’une mitochondrie. Abréviations : CM, crêtes mitochondriales; M,
matrice; ME, membrane externe; MI, membrane interne. Echelle : 1 μm (B), 500 nm (C). Sources : (A)
http://www.nutranews.org, (B, C) http://www2.ulg.ac.be.
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membranes, et la matrice, délimitée par la membrane interne dans laquelle baignent les 
crêtes (Figure 16A). 
Le mot mitochondrie dérive du grec mitos, « filament », et chondros, « grain » en 
raison de l'aspect morphologique différent que peut prendre cet organite en fonction des 
tissus observés (Figure 16B et 16C). Chez les mammifères par exemple, les mitochondries 
rencontrées dans les cellules de tissus producteurs d’hormones stéroïdiennes, comme le 
tissu cortico-surrénalien ou les gonades, ont une forme allongée et peuvent mesurer jusqu’à 
6 μm de longueur. A l’inverse, les mitochondries hépatocytaires présentent plutôt une forme 
sphérique d’environ 1 μm de diamètre. Le nombre de mitochondries par cellule est variable, 
et peut être relativement important dans certains cas, suivant le besoin énergétique de la 
cellule. Dans le foie et le cœur par exemple, chaque cellule peut comporter de 1000 à 2000 
mitochondries, ce qui représente plus de 20% du volume cellulaire total (de Souza et al., 
2009). 
B.1.2 Un Rôle métabolique essentiel 
La mitochondrie, dont le rôle principal est de produire de l’énergie sous forme d’ATP, 
est généralement perçue comme étant la centrale énergétique de la cellule eucaryote. 
Pourtant, cet organite joue également un rôle clef dans le phénomène d’apoptose, la β-
oxydation des acides gras, l’assemblage des protéines à centre Fer-Soufre (Fe/S) et 
hémiques, la synthèse des hormones stéroïdes, et l’homéostasie du calcium de la cellule 
(van der Giezen and Tovar, 2005). Les dysfonctionnements mitochondriaux conduisent très 
souvent chez l’homme, à des complications liées à l’âge, ou à certaines pathologies sévères, 
comme des neuropathies, des myopathies, des cardiopathies, ou des cancers (Wallace, 
2005), témoignant du rôle primordial de la mitochondrie dans la physiologie de la cellule 
eucaryote. 
Intéressons nous maintenant plus particulièrement à la fonction prépondérante de la 
mitochondrie, qui réside dans la production d’énergie sous forme d’ATP grâce à un 
Figure 17. Métabolisme d’une mitochondrie aérobie.
Le cycle de Krebs est schématisé en rouge, les complexes de la chaine de phosphorylation oxydative en
rose. Le transit des électrons à l’intérieur de la chaine respiratoire est tracé en pointillés. Abréviations :
AcCoA, acétyl-CoA; C, cytochrome c; CI, complexe I; CIII, complexe III; CIV, complexe IV; CITR, citrate;
FUM, fumarate; MAL, malate; OXAC, oxaloacétate; PDH, pyruvate déshydrogénase; PEP,
phosphoénolpyruvate; PYR, pyruvate; SDH, succinate déshydrogénase (complexe II); SUCC, succinate;
UQ, ubiquinone. Modifiée d’après Tielens et al., 2002.
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processus respiratoire consommant de l’O2. On estime chez les mammifères qu’environ 90% 
de l’oxygène consommé est utilisé par les mitochondries, afin de fournir l’énergie nécessaire 
à la croissance cellulaire, et aux diverses activités métaboliques de l’organisme. En effet, la 
mitochondrie dite « traditionnelle » fonctionne en aérobiose, et requiert donc de l’oxygène 
pour son fonctionnement. La production d’énergie est réalisée grâce à une série de réactions 
biochimiques complexes faisant intervenir le cycle de Krebs, une chaîne de transporteurs 
d’électrons, et une ATP synthétase responsable de la production d’ATP (Figure 17). 
Pour cela, la mitochondrie va tout d’abord importer le pyruvate produit par la 
glycolyse, afin d’alimenter le cycle de Krebs en acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA). Cette étape 
de décarboxylation du pyruvate en acétyl-CoA est assurée par une enzyme caractéristique 
des mitochondries, la pyruvate déshydrogénase (PDH). L’oxydation complète de l’acétyl-CoA 
par le cycle de Krebs va conduire à la formation de CO2, mais aussi de cofacteurs sous forme 
réduite comme le NADH. Ce pool de NADH, également produit par la β-oxydation des acides 
gras, va être oxydé grâce à la chaine de phosphorylation oxydative, plus communément 
appelée chaine respiratoire. Cette chaine de transporteurs d’électrons, localisée au niveau 
des crêtes formées par la membrane interne, est composée de 4 complexes protéiques 
transmembranaires (Figure 17), connus sous le nom de complexe I (NADH déshydrogénase), 
complexe II (succinate déshydrogénase), complexe III (complexe bc1) et complexe IV 
(cytochrome c oxydase), le complexe II intervenant dans la réaction d’oxydation du succinate 
en fumarate au cours du cycle de Krebs. La chaine respiratoire fait aussi intervenir d’autres 
composants essentiels, responsables du transit des électrons entre les différents complexes. 
Il s’agit du coenzyme Q, également appelé ubiquinone, situé dans la membrane interne, et 
du cytochrome c, localisé à la surface externe de la membrane interne. 
Les complexes I et II, en oxydant le NADH et le succinate respectivement, sont les 
complexes producteurs et initiateurs du flux d’électrons. Les électrons sont ensuite pris en 
charge de manière séquentielle par l’ubiquinone, le complexe III, le cytochrome c, puis le 
complexe IV, celui-ci permettant la réduction d’O2 en H2O. Durant le processus de transit des 
électrons du NADH vers l’oxygène moléculaire, chacun des complexes I, III et IV catalyse la 
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translocation de protons de la matrice mitochondriale vers l’espace inter-membranaire, 
conduisant à la formation d’un gradient électrochimique (Pedersen, 1999). Ce potentiel 
transmembranaire va ensuite être utilisé par une ATP synthétase, responsable de la 
production d’ATP à partir d’ADP (Figure 17). Il semble donc que la production d’ATP de la 
cellule par des mitochondries dites « classiques » soit impossible en absence d’oxygène. 
Nous verrons pourtant, au cours des paragraphes qui vont suivre, que la vision classique que 
l’on peut avoir de la mitochondrie est bien limitée, comparée à la formidable diversité 
génétique, morphologique et métabolique dont peut faire preuve cet organite. 
B.1.3 Le génome mitochondrial : évolution et diversité 
B.1.3.1 Une évolution complexe 
Toutes les mitochondries étudiées à l’heure actuelle abritent leur propre génome, qui 
code pour au moins une partie des sous-unités protéiques des complexes de la chaine 
respiratoire (Hackstein et al., 2006). Les gènes portés par ce génome ne sont généralement 
pas retrouvés dans le génome de la cellule eucaryote, faisant du génome mitochondrial un 
élément essentiel au bon fonctionnement de l’organite. Les analyses phylogénétiques 
réalisées à partir de la séquence de plus de 800 génomes mitochondriaux, révèlent de 
manière certaine, que ceux-ci dérivent d’un ancêtre de nature α-protéobactérienne 
(Andersson et al., 1998; Gabaldon and Huynen, 2003, , 2004). 
Le séquençage de nombreuses souches d’ α-protéobactéries révèle une capacité 
codante de leurs génomes d’environ 1000 gènes. Il est toutefois impossible d’établir une 
corrélation entre le nombre de gènes présents chez les α-protéobactéries actuelles, et le 
nombre de gènes présents dans la proto-mitochondrie ancestrale, étant donné que cet 
ancêtre a vécu il y a plus de 2 milliards d’années. Néanmoins, la capacité codante des 
différents génomes mitochondriaux connus à ce jour est comprise entre 3 et 96 gènes, 
suggérant que les mitochondries n’ont conservé qu’une faible partie des gènes présents 
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chez l’α-protéobactérie ancestrale, durant le processus de transition endosymbionte-
organite. 
Bien entendu, un organite aussi complexe qu’une mitochondrie est constitué d’un 
nombre beaucoup plus important de protéines, ce qui implique que la majorité des gènes 
soient portés par le génome nucléaire de la cellule. Des analyses de protéomique menées 
sur le protéome de la mitochondrie de Saccharomyces cerevisiae, dont le génome 
mitochondrial code pour seulement 19 protéines, ont mis en évidence la présence d’au 
moins 750 protéines. La plupart de ces protéines sont donc codées par le génome nucléaire, 
puis synthétisées dans le cytoplasme avant d’être importées à la mitochondrie (Sickmann et 
al., 2003). De manière surprenante, seul un dixième des protéines mitochondriales est 
d’origine α-protéobactérienne (Karlberg et al., 2000). Ainsi, l’évolution mitochondriale à 
partir d’une α-protéobactérie ancestrale n’implique pas seulement un transfert de gènes du 
génome de l’organite vers le génome nucléaire, mais aussi l’acquisition de gènes d’origines 
différentes (Kurland and Andersson, 2000). La présence de gènes provenant d’eubactéries et 
codant pour des protéines mitochondriales a également été démontrée (Embley and Martin, 
2006), semant d’avantage le doute sur l’explication évolutive de la présence de protéines 
mitochondriales non-α-protéobactériennes. Toutefois, l’ensemble de la communauté 
scientifique s’accorde à dire que l’ADN mitochondrial a pour origine le génome d’une α-
protéobactérie ancestrale.  
B.1.3.2 Une importante diversité génétique et structurale 
En dépit de l’existence d’un ancêtre commun, les génomes mitochondriaux 
présentent une extraordinaire diversité. La quantité d’informations grandissantes fournie 
par les données de séquençage du génome mitochondrial de centaines d’espèces eucaryotes 
(animaux, champignons, protistes), dévoile en effet une très grande diversité, en terme de 
taille, de structure et de contenu en gènes. Cependant, des propriétés communes et 
prédominantes sont retrouvées dans tous les génomes mitochondriaux connus à ce jour. 
Figure 18. Ensemble des gènes pouvant être retrouvés sur le génome mitochondrial.
Les protéines codées par les génomes mitochondriaux sont préférentiellement impliquées dans la chaine
de phosphorylation oxydative et dans la machinerie de traduction. De manière moins fréquente, certains
génomes mitochondriaux semblent également contenir l’information génétique impliquée dans les
phénomènes de transcription, d’import et de maturation des protéines. D’après Gray et al., 2004.
Figure 19. Comparaison du génome mitochondrial de quelques eucaryotes avec le génome de
l’-protéobactérie Rickettsia. Les cercles et les lignes représentent respectivement la forme circulaire
et la forme linéaire des génomes représentés. Pour les génomes d’une taille d’au moins 60 kpb, la
proportion d’ADN codant pour des gènes à fonctions connues (en noire), est différenciée de celle
comportant des gènes à fonctions inconnues et des régions intergéniques (en grise). D’après Lang et al.,
1999.
Functions Genes
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La caractéristique distinctive majeure de l’ADN mitochondrial par rapport au génome 
nucléaire est le faible pourcentage en guanine et cytosine (G/C %). Cette richesse en adénine 
(A) et thymine (T) serait corrélée à l’adaptation au mode de vie intracellulaire. Nous pouvons 
citer à titre d’exemple celui de certaines eubactéries endosymbiotiques, qui présentent un 
G/C % plus faible que leurs homologues vivant librement. La deuxième caractéristique 
commune majeure réside dans le fait que les gènes portés par l’ADN mitochondrial sont 
impliqués dans un ensemble relativement constant de processus biologiques 
mitochondriaux (Gray et al., 2004). Il s’agit principalement de la chaine de phosphorylation 
oxydative, de la machinerie de traduction, et de manière moins habituelle de mécanismes 
d’import et de maturation des protéines (Figure 18). Les raisons pour lesquelles certains 
gènes n’ont jamais été transférés dans le génome nucléaire sont inconnues. Néanmoins, 
deux théories principales ont été émises afin d’expliquer la rétention du génome par la 
mitochondrie. La première, appelée théorie de l’hydrophobicité, fait état de l’hydrophobicité 
de certaines protéines mitochondriales, qui empêcherait leur import à l’organite si celles-ci 
étaient traduites dans le cytoplasme, impliquant une expression au sein même de la 
mitochondrie. La deuxième théorie suggère que l’état redox de la mitochondrie permettrait 
une régulation fine de l’expression de son génome, permettant une réactivité métabolique 
accrue (van der Giezen and Tovar, 2005).     
Bien que les génomes mitochondriaux présentent une certaine constance 
fonctionnelle, leur nombre de gènes, ainsi que leur taille, peuvent extrêmement varier selon 
le groupe eucaryote considéré. Il est également intéressant de noter que le génome des 
mitochondries peut être linéaire ou circulaire suivant l’organisme étudié (Figure 19). Ainsi, 
l’ADN mitochondrial de l’apicomplexe parasite Plasmodium sp., ayant une taille de 6 kpb, ne 
comporte que 3 gènes (Vaidya and Mather, 2009), alors que certains génomes 
mitochondriaux de plantes, atteignant parfois une taille de 570 kpb pour le maïs (Clifton et 
al., 2004), peuvent présenter plus de 100 gènes. Néanmoins, la plupart des génomes 
mitochondriaux de plantes n’ont qu’une faible densité génique (environ un gène pour 8 
kpb). Ils sont plutôt composés d’introns, de pseudogènes et d’ORF inconnus. Cette structure 
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particulière est essentiellement due à une évolution génomique rapide de la mitochondrie, 
et à une forte activité de recombinaison (Lang et al., 1999). 
Chez Arabidopsis thaliana par exemple, le génome mitochondrial a une taille de 367 
kpb, et comporte 57 gènes (33 codant des protéines, 3 codant des ARN ribosomaux et 21 
codant des ARN de transfert), ne couvrant que 10% du génome. Les protéines codées par cet 
ADN mitochondrial sont pour la plupart des protéines ribosomales et des sous-unités 
entrant dans la composition des complexes de la chaine respiratoire. Cet ADN est également 
constitué de 74 ORF de plus de 300 pb sans homologie particulière avec des gènes connus, 
représentants 10% de la séquence. Les 80% restants sont représentés par des zones 
répétées, des introns, et des séquences inconnues (Unseld et al., 1997). 
Le génome mitochondrial des animaux ou des insectes est beaucoup plus petit, 
puisqu’il présente une taille moyenne d’environ 16 kpb (celui de champignons tels que la 
levure Saccharomyces cerevisae a une taille de 86 kpb). En dehors de quelques rares 
exceptions, il comporte 37 gènes, incluant peu d’introns, codant pour les ARN ribosomaux 
des petite et grande sous-unités, 13 protéines codant pour certaines sous-unités des 
complexes de la chaine respiratoire, et 22 ARN de transfert (Lang et al., 1999).  
Le groupe des eucaryotes unicellulaires représente la plus grande diversité génétique 
et structurale des génomes mitochondriaux. Le clade des Alvéolés (ou Alveolata) et l’ordre 
des Kinétoplastidés renferment de nombreux exemples d’organismes les plus frappants 
concernant la diversité du génome mitochondrial. Les trois groupes majeurs des Alvéolés 
(Ciliés, Dinoflagellés et Apicomplexes) comportent des génomes mitochondriaux très 
divergents en terme d’organisation et de contenu génique. Les Ciliés possèdent les plus 
grands génomes mitochondriaux des trois groupes. Tetrahymena sp. possède en effet un 
génome mitochondrial sous forme linéaire, d’environ 47 kpb, codant pour 45 gènes (Brunk 
et al., 2003). De manière surprenante, parmi ces 45 gènes, 20 codent pour des protéines à 
fonctions inconnues, et semblent être limités aux Ciliés. Cette particularité devient moins 
insolite, lorsque l’on considère Reclinomonas americana, qui détient le record du plus grand 
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génome mitochondrial (69 kpb), et du plus grand nombre de gènes (97 dont 96 sont assignés 
à une fonction biologique) (Lang et al., 1997). Cette divergence de contenu génique des 
génomes mitochondriaux des Ciliés est néanmoins mal comprise. 
Le génome mitochondrial des Dinoflagellés possède quant à lui beaucoup moins de 
gènes, puisque celui-ci code pour seulement 3 protéines, impliquées dans la chaine 
respiratoire (Cox1, Cox3, Cytb). Certaines séquences correspondent à des fragments de 
gènes codant pour de l’ARN ribosomal. Les gènes sont flanqués par des séquences répétées 
inversées, qui peuvent atteindre 85% de la séquence complète du génome. Les données 
suggèrent que le génome mitochondrial des dinoflagellés consiste en plusieurs molécules 
d’ADN différentes d’environ 30 kpb, mais la forme circulaire ou linéaire de ces molécules 
n’est pas claire (Vaidya and Mather, 2009). 
L’ADN mitochondrial des Apicomplexes présente également le même contenu 
génique que les Dinoflagellés, et code pour les 3 mêmes protéines (Cox1, Cox3, Cytb). Cette 
particularité suggère que la réduction du nombre de gènes du génome mitochondrial, a 
précédé la divergence qui s’est opérée entre les Apicomplexes et les Dinoflagellés. Le 
génome mitochondrial le plus connu parmi les Apicomplexes est celui du parasite 
Plasmodium falciparum, l’agent responsable du paludisme. Celui-ci constitue le plus petit 
génome mitochondrial répertorié à ce jour, avec une taille de 6 kpb. L’organisation des 
gènes est cependant différente de celle des Dinoflagellés. Les protéines Cox1 et Cytb sont 
codées par un brin de la double hélice d’ADN, alors que Cox3 est codée par l’autre brin. Il est 
intéressant de noter que certaines régions de ces deux brins, variant de 20 à 200 
nucléotides, codent pour des fragments de l’ARN des petite et grande sous-unités 
ribosomales (Feagin et al., 1992). Avant sa découverte, le génome mitochondrial de 
Plasmodium sp. était considéré, à tort, comme étant une molécule d’ADN circulaire de 35 
kpb. Cette molécule est en fait la relique d’un génome chloroplastique, situé dans un 
organite particulier caractérisant les Apicomplexes et provenant d’une endosymbiose 
secondaire, appelé apicoplaste (Williamson et al., 1994; Wilson et al., 1996). 
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Les différences notables du contenu génique et les réarrangements génomiques de 
l’ADN mitochondrial chez les Alvéolés semblent témoigner d’une remarquable plasticité de 
ces génomes mitochondriaux. Cette propriété est sans aucun doute nécessaire à 
l’adaptation de ces différents groupes de protozoaires aux diverses niches écologiques dans 
lesquels ils survivent. Ainsi, l’adaptation des Apicomplexes parasites tels que Pasmodium sp. 
a pu conduire à une perte des gènes de la photosynthèse présents chez l’ancêtre des 
Apicomplexes, conduisant à un plaste « relique » qui constitue aujourd’hui l’apicoplaste 
(Vaidya and Mather, 2009). 
L’ADN mitochondrial des Kinétoplastidés, comprenant certains Trypanosomatidés 
très connus, comme Trypanosoma sp., est inclus dans une structure particulière située au 
sein de la matrice mitochondriale, que l’on appelle le kinétoplaste (nous aborderons la 
morphologie de cette structure de manière plus précise dans les paragraphes suivants). 
L’ADN du kinétoplaste (ADNk) représente près de 30% de l’ADN total de la cellule. A la 
différence des autres génomes mitochondriaux, l’ADNk des Trypanosomatidés est composé 
de plusieurs molécules d’ADN circulaires, toutes connectées entre elles, formant ainsi un 
réseau unique (de Souza et al., 2009). Le kinétoplaste renferme deux types de molécules 
circulaires, en nombre variable : les maxi-cercles (quelques dizaines), et les mini-cercles 
(plusieurs centaines). Les mini-cercles présentent une taille d’environ 0,5 à 2,5 kpb (selon 
l’espèce), alors que la taille des maxi-cercles varie entre 20 et 40 kpb (Liu et al., 2005; Liu and 
Englund, 2007; Shapiro and Englund, 1995). La structure et la fonction des maxi-cercles sont 
analogues à l’ADN mitochondrial classiquement retrouvé chez les eucaryotes. Ils codent en 
effet pour les ARN ribosomaux et certaines sous-unités des complexes de la chaine 
respiratoire. Les mini-cercles codent pour des « ARN guides », impliqués dans la modification 
de certains transcrits codés par les maxi-cercles. Ces ARNs particuliers vont conduire à 
l’insertion ou à la délétion d’uridylate, modifiant ainsi de manière post-transcriptionnelle, la 
séquence d’origine du transcrit (Stuart and Panigrahi, 2002). Ce mécanisme très particulier, 
est une caractéristique du génome mitochondrial des Trypanosomatidés. 
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Ce phénomène, connu sous le nom « d’édition de l’ARN », n’est pas propre aux 
mitochondries, mais demeure un processus biologique indispensable au développement et à 
la survie des organismes eucaryotes (Maas, 2010). Le mécanisme d’édition de l’ARN a 
initialement été découvert chez la mitochondrie de Trypanosoma sp. (Benne et al., 1986). 
B.2 Hétérogénéités morphologiques et métaboliques  
Nous venons de voir qu’il existe une grande diversité génétique au sein du génome 
de la mitochondrie, dépendante de la lignée eucaryote considérée, mais également de 
l’organisme étudié. Le schéma classique de Palade (Frey et al., 2002) que l’on peut avoir en 
tête, dans lequel cet organite ovoïde de 1 μm délimité par une double membrane contenant 
des crêtes, n’est qu’une vision restreinte de l’étonnante diversité morphologique et 
métabolique dont peut faire preuve la mitochondrie. Les mitochondries peuvent en effet 
fusionner, se fragmenter, en changeant leur forme et leur distribution cellulaire (Benard and 
Rossignol, 2008). 
Tout comme nous l’avons vu pour la diversité génétique des génomes 
mitochondriaux, l’aspect ultrastructural des mitochondries des protistes, et notamment des 
protistes parasites, est assez particulier en comparaison à celui des organismes 
pluricellulaires. Nous prendrons donc pour illustrer la diversité morphologique et 
métabolique des mitochondries, l’exemple de protozoaires parasites responsables 
d’importantes maladies parasitaires humaines, comme les Apicomplexes Pasmodium 
falciparum et Toxoplasma gondii, et les Trypanosomatidés Trypanosoma brucei et 
Trypanosoma cruzi (responsables de la maladie du sommeil et de la maladie de Chagas). 
B.2.1 Particularités ultrastructurales des mitochondries des 
Apicomplexes et des Trypanosomatidés 
Les Apicomplexes et les Trypanosomatidés (de l’ordre des Kinétoplastidés), ne 
possèdent qu’une seule mitochondrie au sein du cytoplasme. La particularité structurale de 
Figure 20. Morphologie de la mitochondrie des Apicomplexes et des Trypanosomatidés.
(A et B) Observation en MET de la mitochondrie de Plasmodium sp. (A) et de Toxoplasma gondii (B). La
mitochondrie (M) est souvent observée à proximité de l’apicoplaste (Ap). Noter la forme en « omega »
(pointe de flèche) des crêtes mitochondriales de T. gondii. (C et D) Reconstruction tridimensionnelle de la
mitochondrie de T. gondii (C), en violet, formée de deux branches latérales connectées entre elles dans
la partie médiane de la cellule (pointe de flèche), et de Trypanosoma cruzi (D), en rouge, présentant de
nombreuses ramifications ainsi qu’une zone dilatée représentant le kinétoplaste (étoile). Le noyau est en
jaune. (E) Observation en MET de la mitochondrie de Trypanosoma serpentesi. Noter la présence de fines
crêtes tubulaires, irrégulièrement distribuées. (F) Observation en MET du kinétoplaste, montrant une
structure compacte dense aux électrons, correspondant à l’ADN mitochondrial. Echelle : 200 nm. D’après
de Souza et al., 2009.
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cette mitochondrie est qu’elle est ramifiée, occupant ainsi une partie importante du volume 
cellulaire. La mitochondrie de l’apicomplexe Plasmodium sp., présente une morphologie 
différente en fonction des différents stades de développement du parasite. Durant les 
stades asexués par exemple, la mitochondrie apparaît comme un organite unique, la plus 
part du temps allongé ou ramifié. Pendant la phase de schizogonie, cette mitochondrie 
devient très ramifiée puis elle se divise en de multiples organites en phase tardive de 
multiplication (van Dooren et al., 2005). Les mitochondries sont très souvent observées à 
proximité de l’apicoplaste (Figure 20A), suggérant un échange étroit entre ces deux types 
d’organites (van Dooren et al., 2006). 
La mitochondrie du tachyzoïte de Toxoplasma gondii présente une structure un peu 
différente de celle de Plasmodium sp. Les observations en MET montrent en effet des crêtes 
mitochondriales qui se présentent sous une forme en « omega » (Figure 20B). De plus, les 
données apportées par la reconstitution tridimensionnelle de la mitochondrie de cet 
Apicomplexe dévoilent une configuration particulière, en forme de H, dans laquelle deux 
ramifications tubulaires, parallèles à l’axe longitudinal de la cellule, sont connectées entre 
elles au niveau de la partie médiane du corps cellulaire (Figure 20C) (Melo et al., 2000). 
Les Trypanosomatidés ne comportent également qu’une seule mitochondrie 
ramifiée, située sous les microtubules subpelliculaires, présentant une région dilatée 
caractéristique des Kinétoplastidés, que l’on nomme le kinétoplaste (Figure 20D). Le 
kinétoplaste, situé dans la matrice de la mitochondrie de manière perpendiculaire à l’axe du 
flagelle, est la région contenant l’ADN mitochondrial. La morphologie du kinétoplaste varie 
selon l’espèce, et le stade de développement. Chez la majorité des Trypanosomatidés, 
incluant Trypanosoma cruzi, Leishmania sp., et Trypanosoma brucei, le kinétoplaste a une 
structure en forme de « barre », très dense aux électrons (Figure 20F) (de Souza et al., 2009). 
La mitochondrie des Trypanosomatidés consiste habituellement en une matrice 
dense, incluant de fines crêtes tubulaires, irrégulièrement distribuées (Figure 20E). 
Néanmoins, selon l’environnement et les ressources nutritives disponibles, celle-ci peut 
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présenter des morphologies et des tailles très différentes. T. brucei est certainement 
l’exemple le plus marquant de la plasticité morphologique dont peut faire preuve cet 
organite. Dans le sang de l’hôte, le caractère pléiomorphe des trypomastigotes conduit à 
l’observation de formes trapues (stumpy) et de formes plus allongées (slender). La 
mitochondrie de la forme trapue est beaucoup plus grosse, et présente un nombre de crêtes 
plus important que la forme allongée. Ces différences morphologiques, notamment 
l’augmentation du nombre de crêtes, sont très clairement liées à l’aspect métabolique de la 
mitochondrie. 
Cette association morphologie/métabolisme a notamment été démontrée par 
Böhringer et Hecker en 1975, en réalisant une étude comparative morphométrique en MET 
de trypomastygotes sanguins, et des formes trypomastigotes procycliques, épimastigotes et 
trypomastigotes métacycliques, retrouvées respectivement dans l’intestin, le proventricule 
et les glandes salivaires de l’insecte vecteur (Glossina sp.). Les auteurs montrent que la taille 
et l’activité métabolique de la mitochondrie des formes intestinales et proventriculaires sont 
maximales, bien que la concentration en glucose de ces organes soit faible. La taille et 
l’activité mitochondriale diminuent ensuite chez les formes métacycliques des glandes 
salivaires, et atteignent leur minimum chez les formes allongées du trypomastygote sanguin, 
où le taux de glucose est pourtant élevé. D’autre part, le volume des glycosomes, organites 
particuliers caractéristiques des Kinétoplastidés dans lesquels se déroule la majeure partie 
de la glycolyse, varie dans le sens opposé. Ces glycosomes sont en effet beaucoup plus 
volumineux dans les formes sanguines que dans les formes retrouvées chez l’insecte (de 
Souza et al., 2009). La relation entre les variations morphologiques et métaboliques de la 
mitochondrie et des glycosomes est mise en évidence par la nature de la source de carbone 
présente dans le milieu. Celle-ci est effectivement différente entre l’hôte invertébré et l’hôte 
vertébré. La source principale de carbone rencontrée chez l’insecte se présente sous forme 
de proline, contrairement aux vertébrés comme l’homme, qui utilisent le glucose comme 
source énergétique. Lorsque le glucose est la principale source d’énergie, la mitochondrie 
présente une taille relativement faible, alors que les glycosomes sont nombreux et 
Figure 21. Représentation schématique du métabolisme énergétique de la forme procyclique
de Trypanosoma brucei en fonction de la nature de la source de carbone. Les flèches noires et
gris clair représentent respectivement les voies métaboliques empruntées lors de l’utilisation de glucose
ou de proline. Les flèches en pointillés indiquent les réactions supposées comporter un niveau basal. Les
enzymes principalement responsables de la production d’ATP en présence de glucose (pyruvate kinase
(PK), phosphoglycérate kinase (PGK), succinyl-CoA synthétase (SCS)), et en présence de proline (ATP
synthase), sont représentées par un encadré à fond bleu.
Note : L’objectif de ce schéma est de présenter de manière globale le métabolisme énergétique de T.
brucei, selon la nature de la source de carbone. Pour cette raison, toutes les enzymes intervenant dans
ces différentes voies ne seront pas précisées. Modifiée d’après Bringaud et al., 2006.
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constituent une part importante du volume cellulaire (environ 5%) (de Souza et al., 2009). 
Les formes trypomastigotes sanguines (slender) comportent un métabolisme énergétique 
simple, basé uniquement sur la glycolyse, conduisant à une synthèse d’ATP cytoplasmique, 
le métabolisme mitochondrial ne servant qu’à maintenir l’état d’oxydoréduction de la cellule 
(Bringaud et al., 2006). 
A l’inverse, en présence de proline, la mitochondrie augmente significativement de 
volume, alors que le nombre de glycosomes diminue. Les nombreuses données apportées 
par l’étude de la forme trypomastigote procyclique de T. brucei (forme intestinale chez 
l’insecte), révèlent une adaptation du métabolisme énergétique vis-à-vis du glucose et de la 
proline très particulière. Son catabolisme conduit en effet à la formation de produits finaux 
partiellement oxydés, comme le succinate, l’acétate, ou le lactate, composés généralement 
retrouvés au sein d’un métabolisme de fermentation anaérobie. Toutefois, le parasite 
évolue dans un environnement aérobie, que ce soit chez l’insecte ou l’hôte vertébré. Afin de 
qualifier au mieux ce métabolisme particulier, le nom de « fermentation aérobie » lui a été 
donné (Bringaud et al., 2006). En présence de glucose, le parasite produit son énergie 
indépendamment de la chaine de phosphorylation oxydative. L’ATP est produit par 
phosphorylation au niveau du substrat grâce à la pyruvate kinase (PK), la phosphoglycérate 
kinase (PGK) cytoplasmique et la succinate-CoA synthétase (SCS) mitochondriale (Figure 21). 
La production mitochondriale d’ATP par phosphorylation au niveau du substrat n’est 
habituellement rencontrée que dans des mitochondries particulières, appelées 
« mitochondries anaérobies » évoluant en anaérobiose. Cette production d’ATP fait 
intervenir la SCS, mais également une autre enzyme l’acétate:succinate-CoA transférase 
(ASCT) qui est caractéristique d’organites particuliers connus sous le nom 
d’hydrogénosomes. Les organites particuliers tels que les mitochondries anaérobies et les 
hydrogénosomes seront détaillés dans la suite de cette introduction bibliographique. 
En présence de proline, l’ATP est cette fois produit grâce à la chaine respiratoire, la 
mitochondrie prenant une place importante dans la production d’énergie (Figure 21). Bien 
que tous les mécanismes de régulation ne soient pas connus, la diminution de l’activité de la 
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chaine de phosphorylation oxydative, essentiellement due à l’activité d’une oxydase 
alternative (AOX) et du cycle de Krebs en présence de glucose, peut être expliquée par 
l’importante concentration de ce sucre (5 mM) dans le sang. Cette forte concentration 
entraîne en effet un flux glycolytique conséquent au sein du parasite, produisant 
suffisamment d’ATP pour les besoins physiologiques de la cellule. Le métabolisme oxydatif 
n’est donc pas nécessaire dans ces conditions (Bringaud et al., 2006). 
La mitochondrie est donc capable d’adapter sa morphologie et son métabolisme 
selon l’état physiologique de l’organisme, et de ses affinités pour la nature du substrat 
carboné présent dans le milieu. Ces observations nous montrent que le schéma classique, 
qui consiste à lier le catabolisme du glucose (réalisé par la glycolyse) avec la production 
d’ATP par la mitochondrie, est une vision partiellement erronée. En effet, les mitochondries 
de certains organismes, comportant un métabolisme particulier, ne sont pas 
systématiquement liées à la production d’énergie. Cette notion est parfaitement illustrée 
par l’originalité métabolique de la mitochondrie de la forme érythrocytaire de Plasmodium 
sp. 
B.2.2 Originalité du métabolisme mitochondrial de Plasmodium  
Les rôles du cycle de Krebs et de la chaine de phosphorylation oxydative chez la 
mitochondrie de la forme érythrocytaire de Plasmodium sp. semblent être relativement 
différents par rapport à une mitochondrie « traditionnelle ». Des études montrent en effet 
que le glucose est presque entièrement dégradé en lactate par le parasite, suggérant que le 
pyruvate formé par la glycolyse est préférentiellement catabolisé en lactate, et non en 
acétyl-CoA, molécule pourtant nécessaire au fonctionnement du cycle de Krebs. De récentes 
observations montrent également que le complexe PDH est exclusivement localisé dans 
l’apicoplaste (Foth et al., 2005), fournissant une preuve supplémentaire que le cycle de 
Krebs ne participe pas à l’oxydation complète du glucose. La deuxième voie possible de 
production d’acétyl-CoA dans la mitochondrie est la β-oxydation des acides gras. Cependant, 
Figure 22. Représentation schématique du cycle de Krebs de la mitochondrie de Plasmodium sp.
L’acétyl-CoA ne semble pas être le point d’entrée du cycle de Krebs. Les voies métaboliques et les enzymes
susceptibles de produire de l’acétyl-CoA (représentées en blanc) sont en effet absentes chez cette
mitochondrie. Le point d’entrée principal de ce cycle semble être l’-cétoglutarate, utilisé pour la
production de succinyl-CoA, pouvant entrer dans la voie de biosynthèse de l’hème (figurant en vert).
Abréviation : CPO, chaine de phosphorylation oxydative. D’après Vaidya et Mather, 2009.
CPO
CPO
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les données génomiques apportées par le séquençage de génomes de Plasmodium sp. 
révèlent une absence de gènes codant pour les enzymes intervenant dans cette voie. Il n’y a 
également aucun élément expérimental présentant une activité de dégradation des acides 
gras. La troisième voie métabolique pouvant conduire à la formation d’acétyl-CoA est la 
dégradation des acides aminés à chaine ramifiée, grâce à l’activité enzymatique de la BCKDH 
(Branched-Chain Keto Acid Dehydrogenase). Malheureusement, les gènes codant pour les 
enzymes situées en amont de la BCKDH dans cette chaine de biodégradation sont absents du 
génome (Figure 22) (Vaidya and Mather, 2009). 
L’ensemble de ces données suggère fortement le fait que le cycle de Krebs de la 
mitochondrie de la forme érythrocytaire n’est en fait pas un cycle. Toutefois, les enzymes 
impliquées dans le cycle de Krebs sont codées par le génome, et à l’exception du complexe 
PDH, sont toutes connues ou prédites (par la présence d’une pré-séquence d’adressage) 
comme étant localisées dans la mitochondrie. Les études de transcriptomique révèlent de 
plus une expression relativement importante du gène codant la citrate synthase, une 
enzyme responsable de la condensation de l’acétyl-CoA et de l’oxaloacétate en citrate. Cette 
expression est néanmoins mal comprise, compte tenu de l’incapacité de cette mitochondrie 
à produire ou à importer de l’acétyl-CoA (Vaidya and Mather, 2009). 
Le point de départ majeur du cycle de Krebs chez Plasmodium sp. semble donc être 
l’α-cétoglutarate, produit à partir du glutamate, grâce à l’activité enzymatique d’une 
glutamate déshydrogénase. Le glutamate peut provenir d’un grand nombre de voies 
biochimiques, comme la dégradation de l’hémoglobine ou des acides aminés. Des données 
de métabolomique révèlent en effet un rôle primordial de l’α-cétoglutarate déshydrogénase, 
dans la production de succinyl-CoA (Figure 22). Le succinyl-CoA peut ensuite être condensé 
avec une molécule de glycine, grâce à l’activité de la 5-aminolévulinate synthase, en 5-
aminolévulinate. Cette réaction constitue la première étape de la chaine de biosynthèse de 
l’hème. Le rôle principal du cycle de Krebs serait donc de permettre la synthèse de l’hème 
(Vaidya and Mather, 2009). Bien que la présence de résidus d’hème, issus de la dégradation 
de l’hémoglobine, soient observée dans la vacuole digestive, il semblerait que le parasite ait 
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besoin d’une production de novo de molécules d’hème pour assurer sa survie (Surolia and 
Padmanaban, 1992). 
Le rôle de la chaine respiratoire de la mitochondrie du trophozoïte de Plasmodium 
sp. semble également être différent par rapport à une mitochondrie « classique ». Dans la 
plupart des cellules eucaryotes, la production d’ATP par les mitochondries requiert 
l’existence d’une force protomotrice, formée par le fonctionnement de la chaine 
respiratoire. Cependant, chez les organismes favorisant un métabolisme glycolytique, 
comme la forme érythrocytaire de Plasmodium sp., le rôle de la chaine respiratoire est 
souvent réduit, et la mitochondrie devient plutôt un organite consommateur d’énergie. 
Chez ce parasite, le complexe I est réduit à une seule sous-unité NADH 
déshydrogénase, et a perdu sa fonction de pompe à protons. Ce complexe est néanmoins 
capable de réduire le coenzyme Q (ubiquinone). Bien que la chaine respiratoire présente une 
faible activité, celle-ci semble pourtant être la source primaire du gradient électrochimique 
mitochondrial (Painter et al., 2007), et demeure vitale pour le parasite. En effet, cette chaine 
respiratoire, via l’ubiquinone, permet le fonctionnement de plusieurs oxydoréductases (van 
Dooren et al., 2006), dont la DHODH (dihydroorotate déshydrogénase), qui catalyse la 
conversion du dihydroorotate en orotate, nécessaire à la biosynthèse de novo de la 
pyrimidine. P. falciparum, à l’instar de beaucoup de parasites, présente un métabolisme 
réduit dans lequel beaucoup de voies de biosynthèse sont absentes. Le parasite doit donc 
récupérer certains métabolites essentiels à partir de son hôte. Dans le cas de la pyrimidine, 
P. falciparum ne possède pas la machinerie nécessaire pour importer ce composé à partir de 
la cellule hôte, rendant sa biosynthèse indispensable pour le métabolisme des nucléotides. 
Le bon fonctionnement de la chaine respiratoire est également essentiel aux mécanismes 
d’import des protéines à la mitochondrie, puisque ces processus sont dépendants du 
gradient électrochimique. 
Il apparait donc que la mitochondrie du trophozoïte de Plasmodium sp. comporte un 
métabolisme différent de celui habituellement rencontré chez la mitochondrie 
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traditionnelle. Celle-ci n’est effectivement pas liée à la production d’énergie de la cellule, 
mais constitue un organite essentiel dans la biosynthèse de novo de la pyrimidine, éléments 
indispensables à la survie du parasite. 
Les différents exemples morphologiques et métaboliques analysés jusqu’ici sont tous 
liés au caractère aérobie de la mitochondrie, l’O2 constituant l’accepteur final d’électrons de 
la chaine respiratoire, permettant la synthèse d’ATP. Il semble donc que le métabolisme 
mitochondrial, au sens général du terme, soit impossible en absence de dioxygène, cette 
carence conduisant rapidement à l’altération de la production d’ATP et à la mort de la 
cellule. Pourtant, certains organismes comportant également des mitochondries, sont peu 
sensibles à l’absence d’O2, démontrant ainsi que la mitochondrie est capable de produire de 
l’énergie même en condition d’hypoxie ou d’anoxie. 
B.3 Mitochondrie et environnement anaérobie   
De nombreux eucaryotes peuvent subsister en absence de dioxygène. Certains 
peuvent survivre en produisant leur énergie par fermentation, aboutissant à l’excrétion de 
lactate (fermentation lactique) ou d’éthanol (fermentation alcoolique), ou par une 
production d’ATP de type mitochondrial. La production d’énergie par fermentation étant 
cytoplasmique, nous n’en tiendrons pas compte dans la suite de ce paragraphe. Le cycle de 
développement de ces organismes fait en effet intervenir certains environnements, comme 
les sédiments marins ou le tractus intestinal des animaux, qui ne comportent pas une 
quantité d’O2 suffisante pour permettre une production d’ATP par la chaine respiratoire. 
Comment une mitochondrie privée d’oxygène peut-elle alors produire de l’énergie ? Les 
mitochondries des eucaryotes anaérobies produisent également de l’ATP grâce à une chaine 
de transporteurs d’électrons, mais utilisent un accepteur final d’électrons différent du 
dioxygène. Le produit final excrété n’est donc pas de l’eau mais peut être du nitrite, du 
monoxyde d’azote, du succinate, ou encore du propionate (Tielens et al., 2002). Ce type de 
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mitochondrie particulière, que l’on nomme « mitochondrie anaérobie », est retrouvé chez 
des eucaryotes unicellulaires (Euglena sp.), et pluricellulaires (vers parasites, invertébrés). 
B.3.1 La respiration des mitochondries anaérobies 
Les organismes possédant des mitochondries anaérobies peuvent être divisés en 
deux grandes classes, suivant la nature de l’accepteur final d’électrons : ceux utilisant un 
composé présent dans l’environnement, comme le nitrate (NO3
-) ou le nitrite (NO2
-), et ceux 
utilisant un produit organique endogène, tel que le fumarate. 
Les mitochondries anaérobies des champignons Fusarium oxysporum et 
Cylindrocarpon tonkinense sont d’excellents exemples de la première classe. Ces 
mitochondries, qualifiées de « dénitrifiantes », permettent la production d’énergie de 
l’organisme, grâce à la réduction du nitrite ou du nitrate en monoxyde d’azote (Kobayashi et 
al., 1996; Takaya et al., 1999). Contrairement aux mitochondries aérobies, celles-ci utilisent 
une chaine de transporteurs d’électrons faisant intervenir une oxydase terminale différente 
du complexe IV (responsable de la réduction d’O2 en H2O). Les mitochondries dénitrifiantes 
comportent en effet une nitrite réductase (NiR), capable de réduire le nitrite en monoxyde 
d’azote. Certaines possèdent également une nitrate réductase (NaR), permettant de réduire 
le nitrate en nitrite. Il est intéressant de noter que de nombreuses α-protéobactéries 
utilisent la respiration du nitrite pour leur source d’énergie, suggérant que l’existence de ce 
caractère métabolique chez la mitochondrie proviendrait de l’ancêtre mitochondrial 
endosymbiotique (Takaya et al., 1999). 
Les mitochondries anaérobies des helminthes parasites Fasciola hepatica et Ascaris 
suum constituent des exemples de choix pour illustrer la deuxième classe. Alors que les 
formes libres et certaines formes larvaires comportent des mitochondries aérobies, la forme 
adulte de la plupart des helminthes parasites, de par le caractère anoxique de leur habitat, 
possède des mitochondries anaérobies utilisant le fumarate comme accepteur final 
d’électrons. Ceci implique l’utilisation d’une chaine de transporteurs d’électrons spécialisée, 
permettant la réduction du fumarate, et d’une voie métabolique particulière, appelée « voie 
Figure 23. Comparaison du métabolisme d’une mitochondrie fonctionnant en aérobiose et en
anaérobiose. Le schéma représente le métabolisme en condition aérobie (flèches rouges) et anaérobie
(flèches bleues) de la mitochondrie de l’helminthe parasite Fasciola hepatica. Le transit des électrons à
l’intérieur de la chaine respiratoire est tracé en pointillés et les produits finaux du métabolisme sont
encadrés. Abréviations : AcCoA, acétyl-CoA; ASCT, acétate:succinate-CoA transférase; C, cytochrome c;
CI, complexe I; CIII, complexe III; CIV, complexe IV; CITR, citrate; FRD, fumarate réductase; FUM,
fumarate; MAL, malate; ME, enzyme malique; OXAC, oxaloacétate; PDH, pyruvate déshydrogénase; PEP,
phosphoénolpyruvate; PYR, pyruvate; RQ, rhodoquinone; SCS, succinyl-CoA synthétase; SDH, succinate
déshydrogénase (complexe II); SUCC, succinate; Succ-CoA, succinyl-CoA; UQ, ubiquinone. D’après Tielens
et al., 2002.
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de dismutation du malate ». En effet, afin de maintenir la balance d’oxydoréduction de la 
mitochondrie, une partie du malate provenant du cytoplasme, est oxydée en acétyl-CoA par 
l’action de l’enzyme malique et du complexe PDH (Figure 23). L’étape suivante consiste au 
transfert du résidu Coenzyme A vers le succinate, réaction catalysée par l’Acétate:Succinate-
CoA Transférase (ASCT), l’acétate étant le produit final de la réaction. Le succinyl-CoA sert 
ensuite de substrat à la Succinyl-CoA Synthase (SCS), également connue sous le nom de 
Succinate:Thiokinase (STK), conduisant à la production d’une molécule d’ATP par un 
phénomène de phosphorylation au niveau du substrat (Figure 23). 
Une autre partie du malate est réduite en fumarate, qui sera ensuite réduit en 
succinate. La réduction du malate en fumarate d’une part, et la réduction du fumarate en 
succinate d’autre part, sont des réactions inverses du cycle de Krebs. Chez la mitochondrie 
aérobie, le succinate est en effet oxydé en fumarate, grâce à l’activité succinate 
déshydrogénase (SDH) du complexe II de la chaine respiratoire, les électrons étant ensuite 
transférés au complexe III grâce à l’ubiquinone. Dans le cas de la mitochondrie anaérobie, le 
complexe II semble fonctionner en sens inverse, et présente dans ce cas une activité 
fumarate réductase (FRD) (Figure 23). La chaine de transporteurs d’électrons est ainsi très 
différente de celle rencontrée en aérobiose, et se résume aux complexes I et II. Le complexe 
I fournit ainsi les électrons (provenant de l’oxydation du NADH) au complexe II, nécessaires à 
la réduction du fumarate en succinate. Le transit des électrons entre les deux complexes est 
réalisé, non pas par une ubiquinone, mais par une rhodoquinone, comportant un potentiel 
d’oxydoréduction relativement faible, compatible avec la réaction de réduction du fumarate. 
Cette chaine respiratoire particulière est également connue sous le nom de système NADH-
fumarate réductase. Celle-ci, par l’activité de pompe à proton du complexe I, permet la 
création d’un gradient électrochimique, conduisant à la production d’ATP par l’ATP synthase. 

 Page | 57  
 
B.3.2 Succinate déshydrogénase versus fumarate réductase 
Les activités d’oxydation du succinate et de réduction du fumarate sont assurées chez 
les procaryotes par deux complexes enzymatiques distincts : une succinate:ubiquinone 
oxydoréductase (qui est en fait le complexe II), et une ménaquinol:fumarate oxydoréductase 
(FRD). Il est à noter que de manière identique aux mitochondries, la nature de la quinone 
responsable du transit des électrons dans la chaine de transporteur d’électrons est 
différente selon les conditions d’oxygénation du milieu. Les électrons sont transportés par 
une ubiquinone en conditions aérobies, et par une ménaquinone en conditions anaérobies. 
Des études chez Escherichia coli montrent que le changement entre le métabolisme aérobie 
et anaérobie de cette bactérie est accompagné d’une expression différentielle des gènes 
codant ces deux enzymes (Lancaster, 2002). Le complexe II est exprimé pour l’oxydation du 
succinate en conditions aérobies, alors que la FRD est exprimée pour la réduction du 
fumarate en anaérobiose. 
Chez les eucaryotes, dans la mitochondrie, les complexes FRD et SDH sont composés 
de 4 sous-unités différentes. Le site catalytique, responsable de la prise en charge du 
succinate et du fumarate, est composé de deux sous-unités : une flavoprotéine, appelée 
sous-unité Fp, et une sous-unité à centres Fe/S, connue sous le nom de sous-unité Ip. 
L’ancrage du complexe dans la membrane interne mitochondriale est lié à la présence de 
deux autres sous-unités hydrophobes (CybS et CybL), contenant chacune un cytochrome de 
type b. Les sous-unités CybS et CybL permettent également l’interaction avec la quinone, 
afin de transférer les électrons aux sous-unités catalytiques. Des analyses phylogénétiques 
réalisées à partir des séquences protéiques des sous-unités Fp et Ip, révèlent que le 
complexe FRD eucaryote est beaucoup plus proche du complexe II mitochondrial, que du 
complexe FRD procaryote (Tielens et al., 2002). Contrairement aux procaryotes, pour 
lesquels les complexes FRD et SDH sont différents, le complexe II mitochondrial comporte 
ainsi une « double compétence » métabolique, présentant une activité SDH en aérobiose, et 
une activité FRD en anaérobiose. D’un point de vue évolutif, ceci indique que l’adaptation de 
la mitochondrie à des environnements pauvres en dioxygène a conduit à une restructuration 
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du complexe II « traditionnel », lui permettant d’acquérir les électrons provenant d’une 
quinone à bas potentiel d’oxydoréduction (rhodoquinone), nécessaires à la réduction de 
l’accepteur final d’électrons et à la production d’énergie. 
Ces données soulèvent tout de même une question importante : si les activités FRD 
et SDH peuvent être assurées par le même complexe, quels sont les éléments régulateurs 
permettant d’orienter le complexe II vers l’une ou l’autre de ces activités ? Une étude 
récente, basée sur le métabolisme mitochondrial de cellules cancéreuses humaines, a 
montré que l’activité FRD ou SDH du complexe II était dépendante de l’état de 
phosphorylation de la sous-unité catalytique Fp. Les mitochondries des cellules tumorales, 
qui évoluent dans un microenvironnement anaérobie du fait de l’hypo-vascularisation des 
masses tumorales, présentent effectivement une activité FRD, témoignant de l’existence 
d’un système NADH-fumarate réductase. Les auteurs montrent également que l’activité FRD 
du complexe II est augmentée lorsque la sous-unité Fp est phosphorylée, une 
déphosphorylation de cette même sous-unité conduisant à une augmentation de l’activité 
SDH (Tomitsuka et al., 2010). Ce mode de régulation post-traductionnel par 
phosphorylation/déphosphorylation a également été montré pour les complexes I et IV de la 
chaine respiratoire, leur activité étant modulée par l’état de phosphorylation de certaines 
sous-unités (Lee et al., 2002; Papa et al., 2002).  
La mitochondrie demeure donc un organite faisant preuve d’une extraordinaire 
plasticité métabolique, permettant l’adaptation de nombreux organismes aux 
environnements pauvres en dioxygène. De manière générale, la dégradation anaérobie 
d’une molécule de glucose, dont les produits finaux sont l’acétate (produit par 
phosphorylation au niveau du substrat), et le succinate (par respiration du fumarate), fournit 
en moyenne 5 molécules d’ATP (Tielens et al., 2002), ce qui est tout de même bien inférieur 
à la production énergétique d’une mitochondrie aérobie, mais suffisant à la survie de la 
cellule ou du parasite en conditions anoxiques. En comparaison avec une mitochondrie 
aérobie typique, la mitochondrie anaérobie comporte ainsi 3 différences majeures : (1) 
l’activité FRD du complexe II, (2) la nature de la quinone (rhodoquinone) responsable du 
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transit des électrons dans la chaine de transporteurs, et (3) l’activité de l’ASCT, responsable 
de la conversion de l’acétyl-CoA en acétate.  
La mitochondrie de la forme trypomastigote procyclique de T. brucei excrète 
également du succinate et de l’acétate, produits finaux caractéristiques de la mitochondrie 
anaérobie. L’acétate est formé par l’intermédiaire de la même voie métabolique se 
déroulant au sein de la mitochondrie anaérobie. Celle-ci fait effectivement intervenir 
l’activité enzymatique de l’ASCT, permettant à la SCS de produire de l’ATP par 
phosphorylation au niveau du substrat. Néanmoins, à la différence de la mitochondrie 
anaérobie, le succinate ne résulte pas de l’activité FRD du complexe II, mais provient de 
l’activité d’une fumarate réductase soluble dépendante du NADH (FRDm1) se trouvant dans 
la matrice de la mitochondrie (Coustou et al., 2005). La réduction du fumarate en succinate 
n’est donc pas liée à la présence d’un système NADH-fumarate réductase, retrouvé dans la 
mitochondrie anaérobie. La chaine respiratoire de la mitochondrie de T. brucei comporte 
d’ailleurs l’ensemble des complexes retrouvés chez une mitochondrie aérobie classique, 
dont le fonctionnement, nous l’avons vu, est dépendant de la nature de la source de 
carbone présente dans le milieu (voir Figure 21). Il apparait donc que la mitochondrie de T. 
brucei, évoluant pourtant en aérobiose, comporte des traits métaboliques particuliers, 
soutenant le fait que la mitochondrie est un organite capable de faire preuve d’une 
extraordinaire diversité morphologique et métabolique. 
Cette plasticité apporte également une capacité d’adaptation des organismes à leur 
environnement, tant sur le plan de l’utilisation de la source de carbone disponible, que sur la 
limitation de la quantité de dioxygène présente. Ainsi, l’image de la mitochondrie aérobie 
traditionnelle est bien loin de révéler que celle-ci est également capable de produire de 
l’énergie en absence d’O2 chez certains organismes anaérobies facultatifs, tels que les 
helminthes parasites. Néanmoins d’autres organismes, anaérobies ou microaérophiles pour 
la plupart, comportent des organites aux propriétés particulières, certains ayant conservé la 
capacité de produire de l’énergie sous forme d’ATP. Ces organites, métaboliquement 
différents des mitochondries, semblent néanmoins tous dériver d’une mitochondrie 

 Page | 60  
 
ancestrale. Ces descendants mitochondriaux sont connus sous le nom d’hydrogénosome, de 
mitosomes, ou de Mitochondrion-Like Organelles (MLOs). 
C. Hydrogénosomes et mitosomes : des organites apparentés 
aux mitochondries 
C.1 Les hydrogénosomes, des organites producteurs 
d’hydrogène 
Les hydrogénosomes sont définis comme des organites qui, sous des conditions 
anoxiques, sont capables de réaliser la décarboxylation oxydative du malate ou du pyruvate 
en acétate, en CO2 et en hydrogène moléculaire H2. Ceci va s’accompagner d’une production 
d’énergie sous forme d’ATP (Muller, 1993). Contrairement aux mitochondries, les 
hydrogénosomes ne contiennent ni cytochrome, ni cycle de Krebs, et ne contiennent pas 
non plus de chaine de phosphorylation oxydative. Néanmoins, la plupart des enzymes 
présentes dans les hydrogénosomes sont également retrouvées dans les mitochondries. Il 
existe cependant deux enzymes spécifiques à ces organites : la Pyruvate:Ferrédoxine Oxido-
Réductase (PFOR), et l’hydrogénase à fer ([Fe]-hydrogénase) (Embley et al., 2003). Les 
hydrogénosomes sont retrouvés chez une grande variété d’eucaryotes mais sont absents 
chez des organismes contenant des mitochondries, suggérant que ces deux organites sont 
mutuellement exclusifs. 
Nous verrons dans ce chapitre qu’il existe une grande variété d’hydrogénosomes, à la 
fois sur le plan structural et biochimique. 
C.1.1 Morphologies 
Les hydrogénosomes sont des organites de forme ovoïde, d’environ 1 μm de 
diamètre, présents en grand nombre dans la cellule. Chez Tritrichomonas fœtus, flagellé 
parasite du tractus reproducteur des bovins et du tractus intestinal du chat, et pour lequel 
Figure 24. Observations d’hydrogénosomes en microscopie électronique à transmission.
(A) Hydrogénosome du flagellé parasite anaérobie Tritrichomonas fœtus. La présence d’une vésicule
aplatie dense aux électrons (étoile), correspondrait à une accumulation de calcium. (B) Hydrogénosome
du champignon anaérobie Neocallimastix patriciarum. Echelle : 200 nm. D’après Van der Giezen et Tovar,
2005.
A B
Figure 25. Observations en MET d’un hydrogénosome du Cilié parasite anaérobie Nyctotherus
ovalis. Noter l’existence inhabituelle de crêtes (pointes de flèches), au sein de la matrice de
l’hydrogénosome. Des archaebactéries méthanogènes endosymbiotiques (B) sont fréquemment
observées à proximité des hydrogénosomes de N. ovalis. Echelle : 500 nm. D’après Boxma et al., 2005.
B
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les descriptions morphologiques sont les plus nombreuses, les hydrogénosomes 
représentent environ 4% du volume total de la cellule (Benchimol et al., 1996). Comme les 
mitochondries, les hydrogénosomes sont sans exception, délimités par deux membranes 
très fortement accolées (Figure 24). Dans la plupart des cas, aucun espace inter-
membranaire n’est observé entre les deux membranes. La présence d’une vésicule aplatie, 
très dense aux électrons en MET, est souvent observée à la périphérie de l’organite (Figure 
24B) (Benchimol et al., 1996). Cette vésicule serait impliquée dans l’accumulation des ions 
Ca2+, fonction également présente chez la mitochondrie (Benchimol et al., 1982; De Souza 
and Benchimol, 1988). Les crêtes, éléments morphologiques caractéristiques des 
mitochondries, sont généralement absentes au sein de la matrice des hydrogénosomes. Les 
eucaryotes possédant des hydrogénosomes sont en effet des organismes anaérobies, qui par 
conséquent, n’utilisent pas l’O2 comme accepteur final d’électrons. L’augmentation de la 
surface de la membrane interne de la mitochondrie, qui a pour rôle d’augmenter la capacité 
et l’efficacité de la chaine respiratoire, n’est donc pas nécessaire au niveau des membranes 
hydrogénosomales. Cette hypothèse est confortée par l’observation des mitochondries de la 
levure Saccharomyces cerevisiae, qui sous conditions anoxiques, perdent leurs crêtes et 
prennent alors une morphologie de type hydrogénosomal (Loyd, 1974). Cependant, il a 
récemment été montré l’existence de crêtes au sein des hydrogénosomes du Cilié 
Nyctotherus ovalis, parasite anaérobie de l’intestin postérieur des cafards (Figure 25) (Boxma 
et al., 2005). 
C.1.2 Origine et description 
Les hydrogénosomes ont été découverts dans les années 1970 chez Tritrichomonas 
fœtus, (Cerkasovova et al., 1973; Lindmark and Muller, 1973) et chez le parasite humain 
Trichomonas vaginalis (Lindmark et al., 1975). Ces organites ont ensuite été décrits chez 
plusieurs ciliés anaérobies comme Nyctotherus ovalis (Berger and Lynn, 1992; Boxma et al., 
2005; Paul et al., 1990) et chez certains champignons anaérobies tels que le chytride 
Neocallimastix sp. (Yarlett et al., 1986). Il est intéressant de noter que ces différents 
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organismes ont une distribution phylogénétique relativement éloignée, seules leurs 
conditions environnementales de survie, liées à l’absence d’oxygène, sont similaires. 
C.1.2.1 L’hydrogénosome du Parabasalide Trichomonas vaginalis 
Les hydrogénosomes chez les Parabasalia, et notamment chez les trichomonadines, 
ont été beaucoup étudiés depuis ces trente dernières années (Lindmark and Muller, 1973; 
Muller, 1993). Peu de temps après leur découverte, il a été suggéré que les hydrogénosomes 
provenaient d’une endosymbiose réalisée entre un proto-eucaryote primitif, et une 
eubactérie anaérobie du genre Clostridium, bactérie capable de produire de l’hydrogène 
moléculaire H2, en utilisant comme enzymes une PFOR et une hydrogénase à fer (Whatley et 
al., 1979). De plus, la mise en évidence d’une double membrane délimitant les 
hydrogénosomes de T. fœtus a conforté l’hypothèse d’une origine endosymbiotique mais n’a 
pas permis de conclure sur l’origine exacte de cette endosymbiose (Benchimol and De Souza, 
1983). En effet, malgré la présence d’une double membrane, ces organites étaient 
considérés morphologiquement et biochimiquement distincts des mitochondries (Benchimol 
et al., 1996). 
Cependant, les études moléculaires et biochimiques ont véritablement changé cette 
vision. Tout d’abord, l’identification de gènes chez T. vaginalis codant pour des protéines 
chaperonnes de type mitochondrial (Hsp70 et Hsp60) suggère que les hydrogénosomes 
partagent un ancêtre commun avec la mitochondrie (Bui et al., 1996; Germot et al., 1996; 
Horner et al., 1996; Roger et al., 1996). De plus, la localisation d’une de ces protéines 
(Hsp60) au niveau des hydrogénosomes (Bozner, 1997; Bui et al., 1996), la présence de la 
protéine membranaire hydrogénosomale (Hmp31) de la famille des transporteurs ADP/ATP 
mitochondriaux (Dyall et al., 2000), et de l’enzyme acétate:succinate coenzyme A synthétase 
retrouvée aussi chez les mitochondries (Tielens et al., 2002), fournissent des preuves 
supplémentaires à l’hypothèse de l’origine mitochondriale. Plus récemment, deux protéines 
de 24 et 51 kDa correspondant à des sous-unités du complexe I de la chaine respiratoire ont 
été identifiées (Dyall et al., 2004; Hrdy et al., 2004). Ces protéines seraient d’origine 
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mitochondriale et participeraient au métabolisme hydrogénosomal pour la production 
d’hydrogène moléculaire. 
Malgré ces ressemblances, les hydrogénosomes de T. vaginalis présentent des 
différences importantes par rapport aux mitochondries : absence de génome, de ribosomes, 
de cytochromes, de chaines de transport d’électrons, de cardiolipine et de crêtes formées 
par la membrane interne (Benchimol et al., 1996; Voncken et al., 2002). De plus, les 
hydrogénosomes de T. vaginalis possèdent deux enzymes caractéristiques de ces organites, 
sensibles à l’oxygène, et retrouvées également chez des bactéries anaérobies : 
l’hydrogénase à fer et la PFOR. Notons que les enzymes hydrogénosomales de T. vaginalis ne 
possèdent pas de pré-séquences d’adressage mitochondrial, retrouvées à l’extrémité N-
terminale des protéines destinées à être importées à la mitochondrie. En revanche, elles 
possèdent à l’extrémité N-terminale, une extension très courte de 8 à 13 acides aminés, 
dont la séquence semble être conservée (Alderete et al., 1995; Lahti et al., 1994). 
C.1.2.2 L’hydrogénosome du Chytridiomycète Neocallimastix sp. 
Les chytrides anaérobies sont des champignons symbiontes importants retrouvés 
dans le tractus gastro-intestinal de nombreux mammifères. Il a été montré que ces 
organismes se sont adaptés secondairement à un système de vie anaérobie (Voncken et al., 
2002; Yarlett, 1994). 
Les hydrogénosomes de ces champignons ont été mis en évidence en 1986, chez le 
genre Neocallimastix (Yarlett et al., 1986). L’observation en MET d’une simple membrane 
laissait supposer que ces hydrogénosomes pourraient être des peroxysomes modifiés 
(Cavalier-Smith, 1987). Deux autres études ont ensuite permis de montrer que les 
hydrogénosomes de Neocallimastix sp. étaient en fait délimités par une double membrane 
(Benchimol et al., 1997; van der Giezen et al., 1997), ressemblant fortement à celle des 
hydrogénosomes de T. vaginalis. Il est également important de noter que les 
hydrogénosomes de Neocallilastix, tout comme ceux de T. vaginalis, ne possèdent pas de 
Figure 26. Cartes génétiques du génome mitochondrial d’Euplotes minuta et du génome
hydrogénosomal de Nyctotherus ovalis. Rouge : sous-unités du complexe I. Bleu : ARN
ribosomaux. Vert : protéines ribosomales. Jaune : sous-unités des complexes III et IV. Gris : ORF
inconnus. Violet : séquences répétées. Gris foncé : sous-unité de l’ATP synthase. Marron : protéine
d’assemblage du cytochrome c. Les lettres majuscules indiquent les ARN de transfert. Les gènes
codant pour les sous-unités des complexes III, IV et de l’ATP synthase sont totalement absents de
l’ADN mitochondrial de N. ovalis. Les observations en MET d’une mitochondrie d’E. minuta et d’un
hydrogénosome de N. ovalis sont rappelées sous chacune des cartes génétiques. Noter la présence de
crêtes (pointes de flèches), dans les deux types d’organites. Echelle : 500 nm. Modifiées d’après Boxma
et al., 2005 et de Graaf et al., 2011.
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génome (van der Giezen et al., 1997). Néanmoins, les protéines hydrogénosomales de ces 
champignons comportent une pré-séquence d’adressage classiquement retrouvée à 
l’extrémité N-terminale des protéines destinées à être importées à la mitochondrie. Des 
expériences de génétique fonctionnelle montrent en effet que ces pré-séquences sont 
capables de cibler les protéines à la mitochondrie d’un organisme hétérologue. Ainsi, 
l’enzyme malique hydrogénosomale de N. frontalis est capable d’être adressée à la 
mitochondrie de la levure Hansenula polymorpha (van der Giezen et al., 1998). Enfin, les 
hydrogénosomes des champignons possèdent des transporteurs ADP/ATP d’origine 
mitochondriale, permettant l’échange d’ATP avec le cytoplasme (van der Giezen et al., 2002; 
Voncken et al., 2002), des protéines chaperonnes de type mitochondrial (van der Giezen et 
al., 2003), mais aussi une Succinyl-Coenzyme A synthétase (SCS) confirmant également 
l’affiliation avec la mitochondrie (Dacks et al., 2006). 
C.1.2.3 L’hydrogénosome particulier du Cilié Nyctotherus ovalis 
Chez le cilié anaérobie Nyctotherus ovalis, parasite de l’intestin postérieur des 
cafards, les hydrogénosomes à double membrane ont une morphologie et une composition 
particulières. En effet, la membrane interne forme des crêtes ressemblant à celles des 
mitochondries, et des ribosomes ont été observés. De plus, il a récemment été montré la 
présence d’un génome dans la matrice de ces organites (Akhmanova et al., 1998; Boxma et 
al., 2005; de Graaf et al., 2011). L’amplification quasi-totale de ce génome de 46,7 kpb 
montre que celui-ci, en codant pour des ARN et des protéines ribosomales, et certaines 
sous-unités du complexe I, comporte un contenu génique similaire aux génomes 
mitochondriaux retrouvés chez les ciliés aérobies comme Euplotes minuta. Néanmoins, il est 
important de noter que ce génome, à la différence de ses homologues mitochondriaux, ne 
comporte aucun gène codant pour les complexes III, IV et pour l’ATP synthase (Figure 26) (de 
Graaf et al., 2011). L’analyse phylogénétique des gènes codant pour certaines protéines du 
complexe I révèle que celles-ci sont homologues aux protéines du complexe I retrouvées 
chez des ciliés vivant en conditions aérobies (Hackstein et al., 2001; van Hoek et al., 2000). 
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Les données de séquences montrent également que le génome nucléaire code pour 
certaines protéines typiquement mitochondriales, comme la PDH ou certaines sous-unités 
du complexe II. L’hydrogénosome de N. ovalis, qui est par définition capable de produire de 
l’hydrogène (Lindmark and Muller, 1973), est donc une mitochondrie modifiée. L’absence de 
gène codant pour les complexes III, IV et pour l’ATP synthétase dans le génome de cet 
organite, témoigne d’une importante adaptation de cette mitochondrie productrice 
d’hydrogène aux conditions anoxiques. 
C.1.3 Distinctions métaboliques 
La fonction majeure de la mitochondrie est de convertir le pyruvate provenant de la 
glycolyse en acétyl-CoA, afin de produire de l’énergie sous forme d’ATP, en faisant intervenir 
le cycle de Krebs et la glycolyse. On estime, suivant l’état métabolique de la mitochondrie, 
que 10 à 15 molécules d’ATP sont produites lors de l’oxydation complète d’une molécule de 
pyruvate. La fonction principale de l’hydrogénosome est également la production d’ATP par 
la décarboxylation oxydative du pyruvate, mais celle-ci est beaucoup moins efficace 
comparée à celle produite par la mitochondrie (une molécule d’ATP produite par molécule 
de pyruvate). La décarboxylation du pyruvate en acétyl-CoA dans la mitochondrie est 
réalisée grâce au complexe PDH, alors que l’hydrogénosome utilise une PFOR, enzyme 
typique du métabolisme hydrogénosomal. Nous nous attacherons dans un premier temps, à 
décrire le métabolisme de l’hydrogénosome de T. vaginalis, celui-ci étant le plus largement 
étudié par rapport à d’autres organismes. 
Le pyruvate, formé lors de la glycolyse, entre dans l’hydrogénosome et subit une 
décarboxylation par l’activité de la PFOR, fournissant de l’acétyl-CoA. Cette décarboxylation 
est également liée à un transport d’électrons, réalisé grâce à une ferrédoxine, et entraine la 
production de molécules d’hydrogène par l’action d’une hydrogénase à fer. L’étape suivante 
consiste au transfert du résidu Coenzyme A vers le succinate, réaction catalysée par 
l’acétate:suiccinate CoA transférase (ASCT), l’acétate étant le produit final de la réaction. Le 
Figure 27. Métabolisme de l’hydrogénosome de Trichomonas vaginalis.
(1) Pyruvate:Ferrédoxine Oxydoréductase (PFOR); (2) NAD enzyme malique; (3) NADH:Ferrédoxine
oxydoreductase (51 kDa (Tvh-47) et 24 kDa (Tvh-22)); (4) [Fe]-hydrogénase; (5) [Fe]-hydrogénase
dépendante de NAD; (6) Acétate:Succinate-CoA Transférase (ASCT); (7) Succinyl-CoA Synthase (SCS).
D’après Hrdy et al., 2004.
Figure 28. Formation et assemblage des centres Fe/S dans les mitochondries.
IscS est une cystéine désulfurase et permet la fourniture d’ions soufre (S). Les ions de fer (Fe) sont
fournis par une frataxine. La ferrédoxine (Fd) est un cofacteur conduisant à la réduction des atomes de
soufre. La protéine IscU, dans laquelle se forme le centre Fe/S, réalise le transfert de celui-ci à
l’apoprotéine. D’après Shiflett et Johnson, 2011.
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succinyl-CoA sert ensuite de substrat à la SCS (aussi appelée succinate thiokinase, STK), qui 
va conduire à la production d’une molécule d’ATP. Le malate peut également être une 
source intermédiaire à ce métabolisme, en étant décarboxylé en pyruvate par une enzyme 
malique dépendante du NAD. La réoxydation du NADH est réalisée par l’activité 
NADH:ferrédoxine oxydoréductase vraisemblablement apportée par l’existence d’un 
complexe I, lié à la ferrédoxine (Figure 27) (Hrdy et al., 2004). 
La seconde différence majeure entre l’hydrogénosome et la mitochondrie se situe au 
niveau de la nature de l’accepteur final d’électrons. L’accepteur final utilisé par la 
mitochondrie dite « classique » est l’oxygène moléculaire, alors que l’hydrogénosome utilise 
des protons. Le couplage des électrons (apportés par la ferrédoxine) avec les ions hydrogène 
est effectué par l’activité enzymatique de l’hydrogénase à fer, amenant à une production 
d’H2. De plus, une autre hydrogénase à fer de 65 kDa, dépendante du NAD, serait capable 
d’interagir avec le complexe I, conduisant à une deuxième source d’hydrogène moléculaire 
(Figure 27) (Hrdy et al., 2004).  
Plusieurs autres fonctions des hydrogénosomes de T. vaginalis ont été décrites, 
notamment leur rôle de réservoirs à calcium sous la forme Ca2+ (Benchimol et al., 1996; 
Humphreys et al., 1994). Les études sur le fonctionnement du métabolisme des 
hydrogénosomes ont montré l’existence de deux gènes codant des cystéine désulfurases de 
type mitochondrial (IscS) chez T. vaginalis (Tachezy et al., 2001). Les protéines IscS jouent un 
rôle central dans la biosynthèse des centres Fe/S, une fonction essentielle de la 
mitochondrie (Figure 28) (Lill et al., 1999; Lill and Kispal, 2000). Ces protéines étant de plus 
retrouvées dans l’hydrogénosome de T. vaginalis, il est donc fortement suggéré qu’un autre 
rôle des hydrogénosomes est de permettre la biosynthèse des centres Fe/S (Sutak et al., 
2004). L’analyse récente du génome de T. vaginalis montre que les protéines impliquées 
dans la formation des centres Fe/S possèdent en effet les signaux d’adressage à 
l’hydrogénosome, et que la machinerie complète permettant la formation de ces centres est 
présente dans l’organite (Carlton et al., 2007). 
Figure 29. Représentation graphique des 138 protéines potentiellement adressées à
l’hydrogénosome de Trichomonas vaginalis. Chacun des chiffres représente le nombre de
protéines classées dans chacune des fonctions. D’après Carlton et al., 2007.
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Les hydrogénosomes interviennent également dans le métabolisme des acides 
aminés. Il a en effet été identifié deux composants du complexe de clivage de la glycine 
(GCV), la protéine L et la protéine H, ainsi que la sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT) 
qui, chez les eucaryotes, existe sous une isoforme cytosolique et une isoforme 
mitochondriale (Mukherjee et al., 2006a; Mukherjee et al., 2006b). Chez T. vaginalis, un seul 
gène codant l’isoforme mitochondriale est présent, et code pour une protéine présentant 
une séquence putative d’adressage aux hydrogénosomes (Carlton et al., 2007). 
L’analyse complète du génome de T. vaginalis a mis en évidence 138 protéines 
présentant des pré-séquences d’import hydrogénosomal. Parmi ces protéines, seules 34 
sont impliquées dans le métabolisme énergétique, six interviennent dans le métabolisme du 
fer, et deux sont impliquées dans le métabolisme des acides aminés (Figure 29). 
Le métabolisme hydrogénosomal chez les ciliés et les champignons a été beaucoup 
moins étudié. Cependant, les données montrent des différences significatives avec le 
métabolisme de l’hydrogénosome de T. vaginalis. Une des différences majeures entre 
l’hydrogénosome des trichomonadines et des chytrides concerne le catabolisme du 
pyruvate. Alors que l’organite de T. vaginalis utilise la PFOR pour la décarboxylation du 
pyruvate en acétyl-CoA, l’activité enzymatique impliquée dans le métabolisme de 
l’hydrogénosome de Neocallimastix est exercée par une Pyruvate:Formate Lyase (PFL), 
formant ainsi de l’acétyl-CoA et du formate (Akhmanova et al., 1999; Boxma et al., 2004). De 
la même manière que dans l’hydrogénosome de T. vaginalis, l’acétyl-CoA est ensuite pris en 
charge par l’ASCT, qui en fournissant du succinyl-CoA à la SCS, va conduire à la production 
d’énergie sous forme d’ATP. Les produits finaux de ce type de métabolisme seront donc de 
l’hydrogène moléculaire, du formate et de l’acétate. 
Enfin, l’hydrogénosome de N. ovalis ne possède également pas de PFOR, mais un 
complexe PDH, responsable de la décarboxylation du pyruvate en acétyl-CoA dans la 
mitochondrie. Il est à noter que le produit majoritaire final produit par les hydrogénosomes 
de N. ovalis est le succinate, à la différence des hydrogénosomes dit « classiques », qui 
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produisent majoritairement de l’acétate (Boxma et al., 2005). Les récentes données 
génomiques de N. ovalis révèlent que cet hydrogénosome particulier comporte une chaine 
respiratoire incomplète, constituée des complexes I et II, utilisant le fumarate comme 
accepteur final d’électrons. Des protéines intervenant dans des voies biochimiques 
mitochondriales ont également été identifiées, comme le métabolisme des acides aminés, la 
défense contre le stress oxydant, la synthèse de protéines mitochondriales, ou encore la 
machinerie d’import mitochondrial (de Graaf et al., 2011). Ceci montre une parenté des 
hydrogénosomes de N. ovalis avec les mitochondries anaérobies retrouvées chez certains 
helminthes parasites (Fasciola hepatica, Ascaris suum). L’observation de ces caractéristiques 
mitochondriales, combinée à la production d’hydrogène moléculaire, peut nous conduire à 
penser que cet organite constitue un intermédiaire entre la mitochondrie et 
l’hydrogénosome. 
C.1.4 Particularité des protéines hydrogénosomales de Trichomonas 
vaginalis 
Le parasite flagellé T. vaginalis est l’agent de la trichomonose, une des maladies 
communes non virales transmissibles à l’homme. L’adhésion du parasite aux cellules 
épithéliales vaginales est essentielle pour l’initiation et le maintien de l’infection par le 
parasite. Cette cytoadhérence est liée à des interactions de type récepteurs-ligands 
(Alderete and Garza, 1985, , 1988), dans lesquelles interviennent des protéines de surface 
nommées AP65, AP51, AP33, AP23 (AP signifiant « adhesion protein ») (Alderete et al., 1995; 
Arroyo et al., 1992). 
Il a été montré que trois de ces protéines (AP65, AP51, AP33), appartenant à des 
familles multigéniques, pourraient en réalité être des enzymes hydrogénosomales (Kulda, 
1999; Muller, 1993). La protéine AP65 est en effet l’enzyme malique hydrogénosomale, et 
les protéines AP33 et AP51 correspondent respectivement aux sous-unités α et β de 
l’enzyme SCS. La transcription des gènes codant ces protéines est régulée positivement par 
le fer (Alderete et al., 1995; Alderete et al., 2001; Engbring et al., 1996; Engbring and 
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Alderete, 1998), excepté pour la protéine AP51 (Alderete et al., 1998). Dans des conditions 
normales, ces protéines sont localisées dans les hydrogénosomes. Lorsque la concentration 
en fer de la cellule augmente, ou que le parasite est en contact avec la cellule-hôte, les 
protéines seraient relocalisées au niveau de la membrane plasmique de T. vaginalis. Elles 
jouent alors le rôle de protéines d’adhésion (Alderete et al., 2001; Garcia et al., 2003). Des 
expériences d’extinction du gène codant pour la protéine AP65 montrent en effet une 
réduction du taux d’adhésion des parasites aux cellules épithéliales vaginales (Mundodi et 
al., 2004). De plus, l’expression hétérologue d’AP65 de T. vaginalis chez Tritrichomonas 
fœtus montre que cette protéine hétérologue est fonctionnelle et qu’elle est localisée dans 
les hydrogénosomes ainsi qu’à la surface du parasite (Kucknoor et al., 2005). Enfin, il a été 
observé que ces parasites exprimant la protéine hétérologue Tv-AP65 étaient également 
capables d’adhérer aux cellules humaines VECs (Vaginal Epithelial Cells), alors que ces 
cellules ne sont pas les hôtes naturels de T. fœtus. 
La PFOR a également été identifiée comme étant une protéine possédant cette 
dualité fonctionnelle. Cette enzyme, nommée AP120, est en effet relocalisée à la surface du 
parasite lorsque la concentration en fer de la cellule parasitaire augmente. Il est intéressant 
de noter qu’une protéine de 130 kDa a été détectée à la surface de cellules HeLa comme 
étant un récepteur potentiel de la protéine AP120 (Moreno-Brito et al., 2005). 
T. vaginalis fait partie des pathogènes qui possèdent des enzymes métaboliques 
associées à la surface, les SAEs (Surface-Associated Metabolic Enzymes) (Alderete et al., 
2001). Ces protéines ont été nommées « moonlighting » car elles peuvent changer de 
fonction suite à une modification de leur localisation cellulaire, une expression dans un 
nouveau type cellulaire, mais aussi en raison d’une certaine concentration cellulaire en 
ligands, en substrats ou en cofacteurs. L’exemple clef de la diversité fonctionnelle des 
enzymes métaboliques qui présentent des fonctions alternatives est la Glycéraldéhyde 3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH) (Alderete et al., 2001; Maeda et al., 2004; Pancholi and 
Fischetti, 1993), également retrouvée à la surface de la membrane de T. vaginalis, suggérant 
un rôle d’adhésion (Lama et al., 2009). La GAPDH intervient dans la voie de la glycolyse mais 
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possède aussi d’autres fonctions, liées au métabolisme classique de la cellule (endocytose, 
réparation de l’ADN, régulation de la transcription/traduction), mais aussi dans certaines 
pathologies. 
Ainsi, chez T. vaginalis, le fer est un des facteurs essentiels au déclenchement du 
changement de fonctions de ces protéines, et à la modulation de leur localisation à 
l’extérieur des hydrogénosomes (Garcia et al., 2003). 
C.2 Les mitosomes 
Certaines études ont mis en évidence la présence d’organites particuliers, dont 
l’origine semble être mitochondriale, comme les hydrogénosomes, mais qui ne présentent 
pas d’hydrogénase (Mai et al., 1999; Riordan et al., 2003; Tovar et al., 1999; Williams and 
Keeling, 2003). 
La découverte de ces organites peut être illustré par la localisation d’une protéine 
chaperonne mitochondriale (Hsp60) dans de petits organites à double-membrane inconnus 
jusqu’alors chez l’amibe Entamoeba histolytica. Deux noms différents ont été proposés pour 
nommer ces organites dérivés des mitochondries : « mitosome », pour indiquer leur lien 
avec la mitochondrie (Tovar et al., 1999), et « crypton » pour rappeler leur nature cachée et 
leur fonction inconnue (Mai et al., 1999), le nom de mitosome étant actuellement la 
dénomination la plus utilisée par la communauté scientifique. Les mitosomes ont également 
été découverts chez l’apicomplexe Cryptosporidium parvum par la localisation de la 
chaperonne mitochondriale Hsp60 (Riordan et al., 2003), chez les microsporidies comme 
Trachipleistophora hominis, par la localisation de la chaperonne mitochondriale Hsp70 
(Williams et al., 2002), et également chez le diplomonadine Giardia intestinalis, par la 
localisation de protéines connues pour intervenir dans le métabolisme mitochondrial de la 
synthèse des protéines à centre Fe/S (Tovar et al., 2003). 
Figure 30. Observations en MET des mitosomes du parasite intestinal Entamoeba
histolytica (A), de la microsporidie Trachipleistophora hominis (B), et de la
diplomonadine Giardia intestinalis (C). Noter la présence d’une double membrane délimitant
ces organites (pointes de flèche). Echelle : 100 nm (A); 50 nm (B, C). D’après van der Giezen et Tovar,
2005.
A B
C
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C.2.1 Morphologies 
Les mitosomes sont des organites ovoïdes, délimités par une double membrane, qui 
ne présentent pas de crêtes (Figure 30). Ils sont généralement plus petits que les 
mitochondries ou les hydrogénosomes, leur taille variant entre 50 et 500 nm de diamètre 
selon les espèces. Les mitosomes de T. hominis qui mesurent environ 50 x 90 nm, sont en 
effet plus petits que ceux de C. parvum, qui ont une taille de 150 à 300 nm (Riordan et al., 
2003; Williams et al., 2002). 
Le nombre de mitosomes par cellule varie également entre les espèces. Alors que E. 
histolytica et G. intestinalis peuvent contenir entre 25 et 150 mitosomes par cellules, C. 
parvum ne contient qu’un seul mitosome. La microsporidie T. hominis en comporte environ 
28, alors que la microsporidie Encephalitozoon cuniculi présente apparemment moins de 10 
mitosomes par cellule (Hjort et al., 2010). Peu d’informations sont actuellement disponibles 
sur la ségrégation de ces organites lors de la division cellulaire, mais compte tenu de leur 
nombre restreint chez C. parvum et E. cuniculi, l’existence d’un mécanisme précis de 
séparation et de multiplication des mitosomes dans chacune des cellules filles doit 
probablement exister (Hjort et al., 2010). 
C.2.2 Capacité métabolique des mitosomes 
La découverte relativement récente des mitosomes conduit au fait que peu de 
données sont connues sur les fonctions physiologiques de ces organites. Les mitosomes sont 
retrouvés chez des organismes la plupart du temps anaérobies ou microaérophiles, 
dépourvus de mitochondrie ou d’hydrogénosome, suggérant que ces organites sont 
mutuellement exclusifs. Les données génomiques et biochimiques montrent que ces 
organites, comme les hydrogénosomes, sont dépourvus de génome, mais qu’ils ne semblent 
pas avoir de rôle direct avec la production d’ATP (Embley and Martin, 2006). La plupart des 
organismes comportant des mitosomes réalisent en effet leur synthèse d’ATP dans le 
cytoplasme, en utilisant la même machinerie enzymatique que les hydrogénosomes (PFOR, 
Figure 31. Représentation schématique du système d’import putatif des protéines du
mitosome de Giardia intestinalis. Les protéines identifiées comme étant présentes dans
l’organite sont représentées en couleurs. Les protéines connues pour participer au système
d’import mitochondrial sont colorées en gris. Abréviations : OM, membrane externe; IMS,
espace intermembranaire; IM, membrane interne; TOM, système de translocation de la
membrane externe; SAM, machinerie d’insertion et d’assemblage des protéines de la
membrane externe; TIM, système de translocation de la membrane interne; PAM, auxiliaire de
translocation; MPP, peptidase mitochondriale; VAP, protéine membranaire associée à la fusion
des vésicules. VDAC, pore voltage-dépendant. D’après Jedelsky et al., 2011.
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hydrogénase à fer, ASCT, SCS). Notons que la PFOR et l’hydrogénase à fer d’E. histolytica et 
de G. intestinalis ne possèdent pas de pré-séquences caractéristiques du système d’import 
des protéines mitochondriales, ce qui peut expliquer leur localisation cytoplasmique, et la 
production d’hydrogène moléculaire en l’absence d’hydrogénosome (Lloyd et al., 2002). 
Comme nous l’avons vu précédemment, plusieurs protéines d’origine mitochondriale 
ont été mises en évidence au sein des mitosomes. C’est le cas des protéines chaperonnes 
mitochondriales Hsp70, Hsp60, respectivement impliquées dans la machinerie d’import des 
protéines dans l’organite, et dans le repliement des protéines importées. La cardiolipine, 
lipide particulier typiquement mitochondrial, également retrouvé dans la membrane des 
hydrogénosomes, a également été localisée dans la membrane interne du mitosome de G. 
intestinalis (Lloyd et al., 2002), renforçant l’idée que cet organite dérive d’une mitochondrie 
ancestrale. 
La découverte la plus importante concernant la biologie des mitosomes est la 
démonstration directe que ces organites sont impliqués dans la biosynthèse des centres Fe/S 
et leur incorporation dans des protéines Fe/S fonctionnelles (Tovar et al., 2003). Cette 
activité d’assemblage des centres Fe/S et sa localisation au sein des mitosomes a également 
été démontrée chez les microsporidies T. hominis et E. cuniculi (Goldberg et al., 2008). 
Les mitosomes semblent également utiliser un système d’import des protéines 
semblable à celui des mitochondries. En effet, chez les microsporidies, et notamment 
Antonospora locustae, des données montrent la présence de plusieurs protéines impliquées 
dans le système d’import et de translocation des protéines chez la mitochondrie. Ces mêmes 
études démontrent également que certaines protéines mitosomales peuvent être reconnues 
et transloquées dans la mitochondrie de S. cerevisiae, suggérant que les mitosomes et les 
mitochondries utilisent un système comparable d’import des protéines (Burri et al., 2006). 
Toutefois, une très récente étude faisant état du protéome du mitosome de G. intestinalis 
(Jedelsky et al., 2011) montre un système d’import simplifié par rapport à celui retrouvé 
dans les mitochondries classiques (Figure 31). 
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La présence de MCF (Mitochondrial Carrier family), un groupe de protéines 
membranaires permettant le passage de certaines molécules à travers la membrane interne 
mitochondriale, a également été décrite chez le mitosome de certaines microsporidies. Ces 
protéines sont essentiellement connues aux travers des échangeurs ADP/ATP, et permettent 
une communication étroite entre la mitochondrie et le cytoplasme, la mitochondrie 
fournissant l’ATP nécessaire aux activités métaboliques se déroulant dans le cytoplasme. De 
tels transporteurs ont pu être mis en évidence dans les mitosomes d’A. locustae et d’E. 
cuniculi, démontrant que le mitosome, qui à la différence de la mitochondrie est incapable 
de produire sa propre énergie, est susceptible d’importer l’ATP provenant du cytoplasme, 
nécessaire à son métabolisme (Tsaousis et al., 2008; Williams et al., 2008). 
Il semble donc que les mitosomes soient, de la même manière que les 
hydrogénosomes, des organites dérivés des mitochondries. Le protéome du mitosome de G. 
intestinalis fait état de deux grandes voies métaboliques typiquement mitochondriales : 
l’assemblage des protéines à centre Fe/S, et la présence d’un système d’import 
mitochondrial simplifié nécessaire à son métabolisme (Jedelsky et al., 2011). L’ensemble des 
données recueillies sur l’étude des mitosomes reflète une réduction du métabolisme 
mitochondrial, qui n’a retenu que le métabolisme lié à l’assemblage des centres Fe/S. 
Certains auteurs suggèrent que ce métabolisme représente probablement la pression de 
sélection conduisant à la rétention de l’endosymbionte mitochondrial dans toutes les lignées 
eucaryotes (Embley et al., 2003; Tovar et al., 2003), expliquant le fait que tout les eucaryotes 
connus à ce jour comportent un organite à double membrane dérivé d’une mitochondrie 
ancestrale. 
C.3 Mitochondrie versus  hydrogénosome : une distinction 
est-elle nécessaire ? 
Nous avons vu au cours de nos différentes analyses que les hydrogénosomes sont 
définis comme étant des organites à double membrane exempts de génome, producteurs 
d’ATP et d’hydrogène. Ces organites ont été décrits chez des flagellés parasites 
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(Tritrichomonas fœtus, Trichomonas vaginalis), des ciliés (Nyctotherus ovalis), et chez 
certains chytridiomycètes (Neocallimastix sp.). Il est intéressant de noter que les 
hydrogénosomes sont retrouvés chez une grande variété d’eucaryotes mais sont absents 
chez des organismes contenant des mitochondries, suggérant que ces deux organites sont 
mutuellement exclusifs. Le point commun des organismes comportant des hydrogénosomes, 
ayant pourtant une distribution phylogénétique relativement éloignée, demeure dans le 
caractère anaérobie de leur environnement de survie. Le métabolisme des hydrogénosomes 
est en effet un métabolisme anaérobie, qui consiste en la décarboxylation oxydative du 
malate ou du pyruvate en acétate, en CO2 et en hydrogène moléculaire H2, celui-ci étant 
accompagné d’une production d’ATP par un phénomène de phosphorylation au niveau du 
substrat. La voie métabolique responsable de cette production d’énergie est semblable à 
celle des mitochondries anaérobies. En effet, la production d’ATP par les hydrogénosomes 
est également réalisée grâce à l’activité enzymatique de la SCS et de l’ASCT. 
Contrairement aux mitochondries, les hydrogénosomes ne contiennent ni 
cytochrome, ni cycle de Krebs, et ne contiennent pas non plus de chaine de phosphorylation 
oxydative, excepté certaines sous-unités du complexe I. Ces organites sont de plus 
caractérisés par deux enzymes spécifiques, la PFOR responsable de la décarboxylation du 
pyruvate, et l’hydrogénase à fer, conduisant à la production d’H2. Leur morphologie est 
également différente de celle des mitochondries, puisque la membrane interne des 
hydrogénosomes ne comporte pas de crêtes. Pourtant, ces organites producteurs 
d’hydrogène semblent comporter un certain nombre de similarités avec les métabolismes 
mitochondriaux. Les études génomiques et expérimentales menées notamment sur le 
métabolisme de l’hydrogénosome de T. vaginalis, montrent en effet que celui-ci a un rôle 
dans l’assemblage des protéines à centres Fe/S, dans le stockage du calcium cellulaire, et 
dans le métabolisme des acides aminés. Les hydrogénosomes, hormis la particularité de 
certaines enzymes, ne sont donc pas si différents des mitochondries. Le cas de 
l’hydrogénosome de N. ovalis est particulièrement intéressant pour illustrer cette idée. 
Figure 32. Reconstruction métabolique in silico de l’hydrogénosome de Nyctotherus ovalis.
En rouge : chaine de transporteurs d’électrons composée du complexe I et du complexe II (activité FRD),
et transporteurs mitochondriaux membranaires. En bleu : métabolisme de clivage de la glycine. En orange
: métabolismes de décarboxylation du pyruvate, de production d’ATP, et de dégradation des acides
aminés. Abréviations : AAC, transporteur ADP/ATP; ACS, acétyl-CoA synthétase; ALT, alanine
aminotransférase; ASCT, acétate:succinate-CoA transférase; Cyt c 1, cytochrome c 1; CS, cystathione 
synthétase; ETF, flavoprotéine transférant des électrons; Fe-hyd, hydrogénase à fer; FRD/SDH, fumarate
réductase/succinate déshydrogénase; GDH, glutamate déshydrogénase; GLO1, glyoxalase I; MCF Pet 8,
transporteur mitochondrial membranaire; MDH, malate déshydrogénase; ME, enzyme malique; MMM,
méthylmalonyl-CoA mutase; MOC, transporteur malate/oxoglutarate; NADH-DH, NADH:quinone
oxydoréductase; PCC, propionyl-CoA carboxylase; PDH, pyruvate déshydrogénase; RQ, rhodoquinone;
SCS, succinyl-CoA synthétase; SHMT, sérine hydroxyméthyltransférase. D’après de Graaf et al., 2011.
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L’organite de ce cilié anaérobie comporte en effet de nombreuses caractéristiques 
mitochondriales. En effet, la membrane interne forme des crêtes allongées, ressemblant à 
celles des mitochondries de ciliés aérobies. De plus, il a récemment été montré la présence 
d’un génome de 46,7 kpb dans la matrice de ces hydrogénosomes, codant pour des ARN et 
des protéines ribosomales, et certaines sous-unités du complexe I. Néanmoins, il est 
important de noter que ce génome, à la différence de ses homologues mitochondriaux, ne 
comporte aucun gène codant pour les complexes III, IV et pour l’ATP synthase (de Graaf et 
al., 2011). Le génome nucléaire de N. ovalis code pour certaines protéines typiquement 
mitochondriales, comme la PDH ou certaines sous-unités du complexe II. L’hydrogénosome 
de N. ovalis semble donc comporter une chaine de transporteurs d’électrons composée des 
complexes I et II, ce dernier présentant une activité FRD, de la même manière que les 
mitochondries anaérobies respirant le fumarate (Figure 32). Les données génomiques 
révèlent également l’existence de gènes codant pour des protéines connues pour être 
impliquées dans de nombreux métabolismes et mécanismes mitochondriaux, comme le 
métabolisme de certains acides aminés, l’assemblage des centres Fe/S, le système de clivage 
de la glycine, le système d’import des protéines, ou la défense contre le stress oxydant 
(Figure 32). 
Le nom d’hydrogénosome donné à l’organite de N. ovalis est donc justifié pour sa 
capacité à produire de l’hydrogène moléculaire (grâce à la présence d’une hydrogénase à 
fer), à la similarité de la voie de production de l’ATP (par phosphorylation au niveau du 
substrat), mais semble être relativement différent des hydrogénosomes « traditionnels », 
compte tenu de certaines particularités, telles que l’absence de PFOR (remplacée par une 
PDH) ou la présence d’un génome de type mitochondrial. Il apparait ainsi que 
l’hydrogénosome de N. ovalis comporte un lien métabolique très fort avec la mitochondrie 
anaérobie retrouvée chez certains helminthes parasites (Fasciola hepatica, Ascaris suum). 
L’observation de ses caractéristiques mitochondriales, combinée à sa capacité à produire de 
l’hydrogène moléculaire, peut nous conduire à penser que cet organite constitue un 
intermédiaire entre la mitochondrie et l’hydrogénosome. Les auteurs des derniers travaux 
Figure 33. Reconstruction métabolique in silico du MLO de Blastocystis sp.
Les protéines comportant un signal d’import mitochondrial sont entourées en noir, les complexes protéiques
pour lesquels seulement certaines sous-unités présentent un signal d’import sont entourés en pointillés. En
bleu : métabolismes liés au pyruvate et la production d’ATP. En jaune : transporteurs mitochondriaux
membranaires. En orange : cycle de Krebs partiel, chaine de transporteurs d’électrons composée du
complexe I, II, et d’une oxydase alternative. En rose : protéines impliquées dans les phénomènes de
transcription et de traduction. En vert : cycle mitochondrial de l’urée. En violet : métabolisme lié aux acides
aminés. En vert clair : système d’import des protéines. En marron : métabolisme d’assemblage des centres
Fe/S. En bleu clair : métabolisme de clivage de la glycine. Abréviations : 1, transaminase; 2, isovaléryl-CoA
déshydrogénase; 3, propionyl-CoA carboxylase; 4, 3-hydroxyisobutyrate déshydrogénase; 5, aldéhyde
déshydrogénase; 6, méthylmalonyl-CoA mutase. AAC, transporteur ADP/ATP; AKL, 2-amino-3-cétobutyrate-
CoA ligase; AOX, oxydase alternative; ASCT, acétate:succinate-CoA transférase; Asp-Mal, transporteur
aspartate/malate; ATA, alanine transaminase; CPS, carbamoylphosphate synthétase; EF-G, facteur
d’élongation G; EF-Tu, facteur d’élongation Tu; Fdx, ferrédoxine; Fld, flavodoxine; FUM, fumarate hydratase;
G3P, transporteur glycérol-3-phosphate; GCS, système de clivage de la glycine avec les protéines L, T, P et H;
Grx5, glutarédoxine; Hsp70, chaperonne mitochondriale 70 kDa; IF2, facteur d’initiation de la traduction;
IscS, cystéine désulfurase; Isa2, protéine IscA liant le fer; MDH, malate déshydrogénase; Mmt1, transporteur
de fer putatif; MP1, métalloprotéase 1; OCT, ornithine carbamoyltransférase; Oxa1, oxydase impliquée dans
l’assemblage des protéines dans la membrane interne; PNT, pyridine-nucléotide transhydrogénase; PYC,
pyruvate carboxylase; Q, quinone; SCS, succinyl-CoA synthétase; SDH, succinate déshydrogénase; SerDH,
sérine déshydrogénase; SHMT, sérine hydroxyméthyltransférase; TDH, thréonine déshydrogénase; TP, signal
d’import. D’après Stechmann et al., 2008.
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menés sur le métabolisme de cet organite particulier n’utilisent d’ailleurs plus le terme 
« hydrogénosome », mais le qualifient de mitochondrie productrice d’hydrogène (de Graaf 
et al., 2011). 
La singularité de l’organite de N. ovalis n’est pas un cas isolé. Les organites à double 
membrane de Blastocystis sp., connus sous le nom de Mitochondrion-Like Organelles (MLOs) 
présentent en effet une situation comparable. Les MLOs de ce straménopile anaérobie 
présentent une morphologie proche des mitochondries. La membrane interne forme 
effectivement des crêtes pouvant être apparentées à celles de certaines mitochondries. De 
manière similaire à l’hydrogénosome de N. ovalis, les MLOs de Blastocystis sp. possèdent 
également un génome de type mitochondrial. Le séquençage de ce génome, réalisé pour des 
isloats des sous-types 1 (ST1), 4 (ST4) et 7 (ST7), révèle une taille comprise entre 27,7 et 29,3 
kpb (Perez-Brocal and Clark, 2008; Wawrzyniak et al., 2008)1. De forme circulaire, le génome 
des MLOs code pour une partie de la machinerie de traduction, et certaines sous-unités du 
complexe I, mais ne comporte, à la différence des génomes mitochondriaux d’autres 
straménopiles, aucun gène codant pour les complexes III, IV et pour l’ATP synthase. 
Durant mes travaux de thèse, des données apportées par l’analyse d’une banque 
d’EST (Stechmann et al., 2008) ont mis en évidence 113 protéines potentiellement 
importées aux MLOs, et montrent que l’organite de Blastocystis sp. comporte un 
métabolisme très similaire à celui des mitochondries. Celui-ci semble en effet comporter une 
chaine de transporteurs d’électrons composée des complexes I et II, un cycle de Krebs 
incomplet, et de nombreux métabolismes caractéristiques des mitochondries, tels que le 
métabolisme de certains acides aminés, le système de clivage de la glycine, le cycle 
mitochondrial de l’urée, l’assemblage des centres Fe/S, le système d’import des protéines 
(Figure 33). Les MLOs comportent néanmoins des enzymes caractéristiques des 
hydrogénosomes impliquées dans la décarboxylation du pyruvate et la production d’ATP 
(hydrogénase à fer, PFOR, ASCT, SCS). Il est cependant intéressant de noter l’existence du 
                                                     
1 La publication liée à l’analyse de la structure détaillée du génome du MLO de Bastocystis sp. ST7 fera l’objet 
d’un chapitre de ce manuscrit.
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complexe PDH, dont la fonction n’est pas encore comprise. Les études de localisation de 
certaines protéines hydrogénosomales montrent que l’hydrogénase à fer et la PFOR sont 
effectivement présentes au sein des MLOs (Stechmann et al., 2008; Wawrzyniak et al., 
2008). Néanmoins, aucune activité de type hydrogénase n’a pu être mise en évidence 
(Lantsman et al., 2008). Ce résultat n’est peut être pas lié à l’absence d’activité (ce qui 
poserait la question de la fonction de cette hydrogénase à fer), mais tout simplement à la 
trop faible sensibilité de la méthode utilisée (Lantsman et al., 2008). Une méthode par 
spectrométrie de masse a en effet été nécessaire pour la mise en évidence de la production 
d’hydrogène cytoplasmique de Giardia sp., qui est dix fois plus faible que celle décelée chez 
Trichomonas sp. L’absence de production d’hydrogène par l’organite de Blastocystis sp. 
conduit par conséquent à le qualifier de MLO, et non d’hydrogénosome (Hjort et al., 2010). 
La description d’organites aussi singuliers que ceux de N. ovalis et de Blastocystis sp. 
fournit des exemples frappants de l’évolution et de l’adaptation des hydrogénosomes et des 
MLOs à leurs environnements, à partir de leur ancêtre mitochondrial. L’existence de tels 
organites a récemment été montrée chez le flagellé anaérobie Trimastix pyroformis (Hampl 
et al., 2008), et les amibes Mastigamoeba balamuthi (Gill et al., 2007), et Sawyeria 
marylandensis (Barbera et al., 2010), qui comportent également des enzymes typiquement 
hydrogénosomales et mitochondriales. Ces organites particuliers décrits jusqu’ici, ne 
représentent probablement que la pointe de l’iceberg de la diversité des organites 
apparentés aux mitochondries qui restent à découvrir (Hjort et al., 2010). Ceux-ci nous 
montrent que notre « catégorisation » conduisant à séparer la mitochondrie de 
l’hydrogénosome est obsolète, et révèlent plutôt un continuum évolutif des fonctions 
biochimiques des mitochondries et de leurs homologues. 
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D. L’histoire des protéines chaperonnes dans l’évidence 
phylogénétique d’un ancêtre mitochondrial primitif  
L’ensemble des mitochondries décrites jusqu’ici comportent un génome, 
correspondant vraisemblablement à une partie du génome de l’α-protéobactérie 
endosymbiotique ancestrale (Rickettsia prowazekii). Cette différence de contenu génique 
peut être expliquée par un transfert massif de gènes vers le génome nucléaire durant la 
transition entre l’endosymbionte et l’organite mitochondrial que l’on connait aujourd’hui 
(Herrmann, 2003). Les hydrogénosomes et les mitosomes sont également des organites à 
double membrane comme la mitochondrie, mais sont décrits comme étant dépourvus de 
génome. Pourtant, les organismes possédant ce genre d’organites comportent tous dans 
leur génome des gènes codant pour des protéines connues pour être présentes dans les 
mitochondries. Certains de ces gènes, notamment ceux codant pour des protéines 
chaperonnes mitochondriales, sont hautement conservés, et constituent de ce fait de bons 
candidats pour des analyses phylogénétiques (Gupta, 1995). Les protéines chaperonnes 
permettent l’importation des protéines à l’organite et leur maturation structurale. Parmi 
celles-ci, trois sont conservées dans la plupart des eucaryotes : Cpn60, Cpn10 et Hsp70. 
De manière intéressante, les gènes codant pour ces trois protéines ont été identifiés 
dans le génome nucléaire de T. vaginalis, et les études phylogénétiques révèlent que ces 
gènes sont d’origine mitochondriale. Ces données suggèrent donc fortement que T. vaginalis 
a abrité un endosymbionte mitochondrial au cours de son évolution. Les gènes codant pour 
les protéines Cpn60 et Hsp70 ont également été identifiés chez des organismes comportant 
des mitosomes, comme Giardia lamblia, Entamoeba sp., Cryptosporidium parvum et 
montrent un lien phylogénétique avec leurs homologues mitochondriaux. La protéine Hsp70 
a été identifiée chez de nombreuses espèces microsporidiennes (comportant aussi des 
mitosomes), comme Antonospora locustae, Trachipleistophora hominis, Encephalitozoon 
cuniculi, et Encephalitozoon hellem, et les études de la séquence des gènes codant cette 
protéine révèlent un lien avec celle des α-protéobactéries (Shiflett and Johnson, 2010). 
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Il semble donc que les organismes possédant des hydrogénosomes ou des mitosomes 
ont conservé des gènes provenant d’un endosymbionte de type mitochondrial. Cette 
observation renforce par conséquent le fait que les hydrogénosomes et les mitosomes 
soient issus d’une mitochondrie ancestrale, ayant subi d’importantes modifications 
métaboliques et morphologiques, liées aux pressions de sélection dues au diverses niches 
écologiques et à l’évolution des organismes. 
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Chapitre II 
 
Résultats 
expérimentaux 
 
 
 
« La théorie, c'est quand on sait tout et que rien ne fonctionne. La pratique, c'est quand 
tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi. Ici, nous avons réuni théorie et 
pratique : Rien ne fonctionne... et personne ne sait pourquoi!» 
Albert Einstein 
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I. Séquençage du génome complet de Blastocystis sp. 
A. La génomique, pour une meilleure connaissance des 
organismes  
La génomique est une discipline qui vise à étudier de manière exhaustive les 
génomes, tant en ce qui concerne le nombre, la disposition et la séquence précise des gènes 
(génomique structurale), que leurs produits et leurs fonctions (génomique fonctionnelle). Le 
déchiffrage des génomes, complété par des données de transcriptomique, de protéomique 
et de métabolomique, engendre une profusion de données complexes, et modifie de façon 
très profonde les approches de la biologie liées à la connaissance de la physiologie des êtres 
vivants. Ainsi, l’ensemble de ces disciplines en « omique » ne conduit pas à l’étude d’une 
seule entité particulière comme un gène ou une protéine, mais aux réseaux géniques et aux 
interactions protéiques, nous livrant certaines clefs du déterminisme des grands processus 
cellulaires et de leur intégration au niveau de l’organisme dans son ensemble. Les données 
fournies par la génomique permettent également d’éclaircir de façon déterminante les 
principes sous-jacents au développement, à l’adaptation aux conditions environnementales, 
ou encore à la filiation évolutive des organismes. 
Le nombre de génomes eucaryotes séquencés à ce jour est relativement faible par 
rapport aux génomes bactériens et archaebactériens disponibles dans les bases de données. 
Les génomes eucaryotes présentent effectivement une taille et une complexité beaucoup 
plus importante que les génomes procaryotes, impliquant l’utilisation d’outils de 
séquençage, d’assemblage et de bioanalyses plus conséquents. Cette différence s’explique 
d’une part, par la présence d’un plus grand nombre de gènes (composés d’exons et 
d’introns), et d’autre part par l’existence de régions intergéniques et de séquences répétées 
de tailles parfois très importantes, augmentant la complexité des étapes de séquençage, 
d’assemblage et d’annotation (Carlton, 2003). Les avancées technologiques des dix dernières 
années issues de l’évolution des connaissances en physique, informatique, chimie et en 
nano-biotechnologie, visant à réduire le coût et le temps nécessaire pour le séquençage des 
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génomes, ont permis un véritable bond en avant. En effet, l’optimisation et la robotisation 
de techniques de séquençage déjà existantes, comme la méthode de Sanger (Sanger et al., 
1977; Smith, 1986), ou la méthode de pyroséquençage (Hyman, 1988; Ronaghi et al., 1998a; 
Ronaghi et al., 1998b), et l’avènement récent de nouvelles méthodologies de séquençage à 
haut débit, comme la technologie 454 mise au point par la société Life Sciences (Branford, 
USA), ou le procédé Illumina développé par la firme Illumina (Sandiego, USA), ont conduit à 
une augmentation significative du nombre de génomes eucaryotes séquencés. 
La constitution d’un inventaire exhaustif des gènes contenus dans un génome est la 
principale raison des programmes de séquençage. La connaissance des gènes et de leur(s) 
fonction(s) est en effet une étape indispensable à la compréhension des phénomènes 
biologiques au niveau moléculaire et cellulaire. La connaissance du génome de certains 
organismes modèles, comme Saccharomyces cerevisiae, Caenhorabditis elegans, Drosophila 
melanogaster, Mus musculus ou Arabidopsis thaliana, ont ainsi permis d’apporter de 
précieuses données sur la physiologie et le développement de ces organismes. Le 
séquençage du génome humain a par exemple permis d’identifier de nombreuses voies 
physiologiques impliquées dans certaines maladies génétiques (Lander et al., 2001; Venter 
et al., 2001). Les applications liées à la génomique sont multiples et concernent des 
domaines aussi variés que la recherche fondamentale, la médecine, l’agriculture, les 
industries pharmaceutiques, biotechnologiques, et agroalimentaires. 
A.1 La génomique en parasitologie 
La génomique est également une discipline de plus en plus présente dans le domaine 
de la parasitologie, notamment pour l’étude de la physiologie de certains agents 
responsables de maladies infectieuses humaines et/ou animales. Ainsi, bon nombre de 
génomes de protozoaires pathogènes d’intérêt médical ou vétérinaire ont été séquencés ou 
sont en cours de séquençage, certains étant responsables de maladies parasitaires graves, 
comme la trypanosomiase africaine (plus communément appelée maladie du sommeil) 
Figure 34. Génomes des principaux eucaryotes pathogènes séquencés au cours des dix
dernières années. Les barres bleues symbolisent les différents parasites dont les génomes ont été
séquencés. La hauteur des barres est proportionnelle à la taille de leur génome. Les nombres figurant en-
dessous du nom d’espèce des parasites représentent la taille du génome en Mpb. Noter l’augmentation
globale de la taille des génomes séquencés au cours du temps. Parasites figurant sur ce schéma :
Encephalitozoon cuniculi, Plasmodium falciparum, Plasmodium yoelii yoelii, Entamoeba histolytica,
Theileria parva, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania major, Brugia malayi, Giardia
lamblia, Babesia bovis, Plasmodium vivax, Plasmodium knowlesi, Schistosoma japonicum, Schistosoma
mansoni. Modifiée d’après Webster et al., 2010.
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causée par Trypanosoma brucei (Berriman et al., 2005), ou le paludisme causé par 
Plasmodium falciparum (Gardner et al., 2002) (Figure 34). Parmi ces protozoaires parasites, 
nous pouvons également citer certains génomes de microsporidies (Encephalitozoon 
cuniculi), d’apicomplexes (Plasmodium falciparum, P. vivax, P. yoelli, Toxoplasma gondii, 
Cryptosporidium parvum), de kinétoplastidés (Trypanosoma brucei, T. cruzi, T. vivax, 
Leishmania major), de diplomonadines (Giardia lamblia), d’amoebozoaires (Entamoeba 
histolytica, E. dispar, E. invadens), ou encore de parabasalides (Trichomonas vaginalis). Les 
génomes de quelques métazoaires parasites ont aussi été séquencés, comme ceux de Brugia 
malayi ou Schistosoma mansoni pour n’en citer que certains (Carlton, 2003). 
La plupart des protozoaires parasites de l’homme comportent un génome d’une taille 
inférieure à 100 Mpb, conférant un avantage non négligeable dans les processus de 
séquençage, d’assemblage et d’annotation, notamment en termes de temps d’analyse. Des 
banques d’EST sont également régulièrement utilisées en parasitologie, et permettent de 
fournir de précieuses données sur l’identification préliminaire de nombreux gènes, et sur le 
transcriptome global lorsque peu de données génomiques sont disponibles (El-Sayed et al., 
1995; Li et al., 2003; Ng et al., 2002; Stechmann et al., 2008). 
A.2 Données génomiques et identification de molécules 
antiparasitaires 
De nombreuses études témoignent du rôle prépondérant des données apportées par 
le séquençage du génome de certains parasites dans l’identification de protéines pouvant 
constituer des cibles thérapeutiques potentielles. L’analyse du génome de P. falciparum a 
par exemple permis d’identifier plusieurs gènes impliqués dans la voie de synthèse de type II 
des acides gras (Waller et al., 1998; Waller et al., 2003). Cette voie métabolique, localisée au 
niveau de l’apicoplaste, est commune aux chloroplastes des plantes et aux bactéries mais est 
absente chez les mammifères. Surolia et collaborateurs ont pu montrer, in vitro, que des 
molécules antifongiques et antibactériennes comme le triclosan, étaient capables d’inhiber 
de manière spécifique l’activité de l’énoyl-ACP réductase, conduisant à un arrêt de la 
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synthèse de type II des acides gras, et à la mort du parasite (Surolia and Surolia, 2001). 
D’autres molécules montrant une activité anti-malaria ont également été découvertes grâce 
à l’exploitation des données génomiques de P. falciparum, comme la fosmidomycine ou 
l’acide S-farnésyl-thiosalicylique, capables d’inhiber la biosynthèse des isoprénoïdes et la 
croissance du parasite in vitro et in vivo (Jomaa et al., 1999; Rodrigues Goulart et al., 2004). 
Cette volonté d’utiliser les données génomiques afin de mettre en évidence des 
cibles thérapeutiques potentielles n’est pas exclusive à Plasmodium. Cette stratégie est  
également adoptée pour d’autres parasites, comme les protozoaires Trypanosoma sp. et 
Leishmania sp. (Castillo et al., 2010), ou les helminthes Schistosoma sp. et Brugia malayi 
(Blaxter et al., 2002; Franco et al., 2000). Les données de séquençage permettent également 
l’identification de gènes qui codent pour des protéines pouvant être impliquées dans les 
mécanismes de virulence, ou dans la mise en place de structures cellulaires particulières, 
essentielles au cycle de développement de certains parasites. 
Par exemple, l’analyse du génome d’Entamoeba histolytica a permis de mettre en 
évidence l’intégralité des gènes codant pour des cystéines protéases, des enzymes 
reconnues pour être des facteurs de virulence. Il est intéressant de noter qu’un tiers de ces 
gènes sont propres à E. histolytica, et ne comportent aucun homologue connu chez les 
eucaryotes supérieurs (Bruchhaus et al., 2003). Ces protéines spécifiques du parasite 
peuvent ainsi constituer des cibles de choix pour la mise en place de drogues pour lutter 
contre l’amibiase. 
De même, grâce au séquençage du génome du parasite intestinal Giardia intestinalis, 
la plupart des gènes codant les protéines de la paroi kystique ont été identifiés (Sun et al., 
2003). L’infection par G. intestinalis débute en effet par l’ingestion de kystes par l’hôte, 
permettant la survie du parasite lors de son transit dans l’estomac. L’identification de 
l’ensemble des ces protéines peut par conséquent conduire à l’élaboration de drogues 
capables d’interférer avec l’assemblage des protéines impliquées dans la formation de la 
paroi kystique, et ainsi interférer avec le cycle de vie du parasite. 
Figure 35. Schéma récapitulatif permettant d’accéder à la reconstruction métabolique d’un
parasite à partir du séquençage de son génome. La couleur de chacune des cases indique la nature
de la source des données : en rouge, données expérimentales; en jaune, données dérivant des séquences
génomiques; en bleu, données organisées en réseaux; en vert, mise en évidence de cibles thérapeutiques
potentielles. D’après Pinney et al., 2007.
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Les exemples utilisés ici, dans le but de présenter le caractère important de la 
génomique pour la mise en évidence de molécules antiparasitaires, font implicitement 
intervenir un aspect métabolique, nécessaire à la compréhension des voies biochimiques, et 
à l’identification des enzymes qui les constituent. 
A.3 Annotation fonctionnelle et reconstruction métabolique  
L’extraordinaire quantité de données apportées par l’annotation d’un génome 
conduit à apporter un sens biologique à ces informations, en intégrant l’ensemble des 
capacités protéiques et enzymatiques de ce génome dans des réseaux métaboliques, afin de 
tenter d’expliquer les relations existant entre le génotype et le phénotype. Nous pouvons 
citer à titre d’exemples les études concernant le séquençage des génomes de P. falciparum 
et de T. brucei. La prédiction de l’ensemble des enzymes annotées a en effet permis une 
reconstruction métabolique préliminaire, montrant notamment le caractère particulier du 
métabolisme énergétique de ces parasites, et de la capacité de celui-ci à pouvoir conduire à 
la mise au point de molécules anti-parasitaires (Berriman et al., 2005; Yeh et al., 2004). La 
reconstruction et la modélisation métabolique, particulièrement complexes chez les 
organismes parasites, impliquent une qualité relativement importante du séquençage et de 
l’annotation du génome. 
Cependant, les données génomiques ne conduisent qu’à une reconstruction 
prédictive, reflétant les capacités métaboliques totales d’un organisme, mais ne permettent 
pas d’intégrer de manière temporelle les différents métabolismes, certains étant tributaires 
du stade de développement du parasite et/ou des modifications de l’environnement dans 
lequel évolue l’organisme. Il est donc indispensable d’apporter des données expérimentales 
biochimiques et physiologiques afin de confirmer ou d’infirmer les analyses d’annotation 
fonctionnelle issues du séquençage (Figure 35). La reconstruction métabolique constitue le 
point de convergence entre les informations issues de l’analyse du génome et celles 
apportées par les procédés expérimentaux tels que la transcriptomique ou la protéomique, 
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créant une complémentarité entre les deux types d’informations. Les données 
expérimentales peuvent en effet mettre en évidence des faux-positifs issus de l’annotation 
des gènes, dans le cas par exemple de la prédiction d’une fonction enzymatique isolée. A 
l’inverse, celles-ci peuvent aussi permettre de compléter une voie métabolique d’intérêt 
comportant une enzyme manquante, en prouvant expérimentalement l’activité de cette 
enzyme, signifiant que le gène codant pour cette protéine n’a pas été assigné, mais dont 
l’existence s’impose pour le bon fonctionnement de cette chaine métabolique. 
La plupart des stratégies de reconstruction métabolique in silico consistent en 
l’analyse automatique du protéome global de l’organisme étudié, issu de l’annotation 
complète du génome, par l’utilisation de logiciels bioinformatiques de prédiction et de 
modélisation de voies métaboliques. C’est le cas notamment du logiciel Pathway Tools (Karp 
et al., 2002), utilisé pour la création de bases de données de schémas métaboliques 
provenant du séquençage de nombreux génomes, tels que P. falciparum (Yeh et al., 2004), 
Arabidopsis thaliana (Mueller et al., 2003), ou Homo sapiens (Romero et al., 2005). Un autre 
exemple est le logiciel KAAS (KEGG Automatic Annotation Server), qui permet la 
reconstruction de cartes métaboliques (Aoki-Kinoshita and Kanehisa, 2007; Moriya et al., 
2007). Le caractère automatique de la prédiction métabolique par ce type d’outils est sans 
conteste un avantage considérable en termes de temps de traitement et d’analyse des 
données. Néanmoins, ces logiciels ne fournissent qu’une reconstruction métabolique 
préliminaire, dépendante de la qualité de l’annotation réalisée. Il est donc parfois nécessaire 
d’affiner les résultats manuellement, en effectuant des recherches par BLAST (Altschul et al., 
1997) contre des bases de données génomiques existantes, afin d’identifier des orthologues 
fonctionnels. Ceci permet ainsi d’allouer une fonction enzymatique à un gène dont 
l’annotation était à l’origine absente ou incorrecte.  
Il apparait donc que la qualité de la reconstruction métabolique in silico soit très 
fortement dépendante de l’étape d’annotation du génome de l’organisme étudié. Cette 
étape est limitante, particulièrement dans l’analyse des génomes de parasites, en raison de 
la grande divergence des séquences pouvant exister entre des gènes orthologues. Les 
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logiciels d’annotation actuels comportent une caractéristique clef afin de palier à ce type de 
difficulté, résidant dans l’application des techniques de génomique comparative, réalisées 
entre plusieurs génomes déjà séquencés (Maltsev et al., 2006). Ceci permet une 
amélioration significative de l’étape d’annotation fonctionnelle. 
La génomique comparative ne permet pas seulement le perfectionnement des 
méthodes d’annotation fonctionnelle. Celle-ci permet également d’apporter de nouvelles 
connaissances en parasitologie, notamment sur les caractéristiques physiologiques et 
évolutives des organismes parasites. 
A.4 Lorsqu’un seul génome ne suffit pas : la génomique 
comparative 
L’analyse comparative de plusieurs génomes permet d’apporter de nouvelles 
données là où les informations apportées par un seul génome semblent limitées. La 
génomique comparative permet en effet de couvrir un vaste champ d’investigation, en 
comparant la composition globale de plusieurs génomes, leur organisation chromosomique, 
la synténie de certaines régions conservées, l’identification de gènes orthologues et 
paralogues, l’étude de gènes spécifiques à une espèce, ou encore l’évolution des organismes 
(Carlton, 2003). Les projets de séquençage tendent donc de plus en plus vers le séquençage 
simultané de génomes de plusieurs espèces, ou d’organismes phylogénétiquement proches. 
Cette constatation peut être facilement illustrée par l’exemple du séquençage du 
génome de plusieurs espèces appartenant au genre Entamoeba. Le séquençage des 
génomes d’E. dispar, et E. histolytica (Loftus et al., 2005) a en effet permis d’identifier les 
gènes responsables de la virulence de l’espèce pathogène E. histolytica, et l’absence de tels 
gènes chez l’espèce E. dispar, amibe considérée comme non pathogène (Carlton, 2003). 
La génomique comparative reste une discipline relativement récente. Le premier 
projet de génomique comparative a été réalisé à partir du séquençage du génome de deux 
parasites du même genre, P. falciparum responsable de la malaria humaine et P. yoelii yoelii 
Figure 36. Culture de la forme vacuolaire de Blastocystis sp. sous-type 7 (ST7) au
laboratoire. (A) Les cellules de Blastocystis sp. ST7 cultivées en jarres anaérobies (à gauche de
la photo), sédimentent et se divisent au fond du tube (astérisque). Noter la couleur jaune du
milieu en fin de culture témoignant d’une acidification du milieu lors de la croissance du
parasite. (B) Observation en microscopie photonique de formes vacuolaires provenant d’une
culture axénique. Echelle : 20 μm.
A B
*
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responsable de la même maladie chez le rongeur (Carlton et al., 2002). La comparaison 
globale des deux génomes a montré plusieurs similarités. Les deux génomes sont haploïdes, 
composés de 14 chromosomes linéaires, et 60% des gènes sont orthologues entre les deux 
espèces. La comparaison des gènes prédits révèle que les deux espèces possèdent des 
caractéristiques similaires pour les régions codantes et non codantes, comme par exemple le 
pourcentage en adénine et thymine (A/T %). Il est cependant intéressant de noter que les 
gènes spécifiques de chacune des espèces sont ceux codant des protéines jouant un rôle 
dans la variation antigénique et l’évasion au système immunitaire de l’hôte. Il apparait donc 
clairement que ces deux espèces appartenant au genre Plasmodium, ont sélectionné de 
manière différente leurs gènes, conditionnant ainsi des mécanismes de défense adaptés à 
l’environnement hostile de leur hôte respectif. La génomique comparative permet ainsi 
d’enrichir nos connaissances sur l’évolution des organismes et leur adaptation aux 
conditions environnementales dans lesquelles ils vivent. 
B. Article 1 – Séquençage du génome complet de 
Blastocystis  sp. ST7 
L’isolat de Blastocystis sp. utilisé pour le projet de séquençage, réalisé en 
collaboration avec l'Institut de Génomique du CEA à Evry (Génoscope, Université d’Evry), 
provient des selles d’un patient symptomatique originaire de Singapour, et correspond au 
sous-type 7 (ST7) de la terminologie établie par Stensvold et collaborateurs (Stensvold et al., 
2007b). 
Le parasite (sous sa forme vacuolaire) est cultivé au laboratoire de manière axénique 
à 37°C, dans un milieu IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) supplémenté en sérum 
de cheval 10% (Figure 36). La culture de Blastocystis sp. est relativement contraignante, et 
inclut l’utilisation de jarres, liées au caractère anaérobie du parasite. Celui-ci semble 
cependant tolérer les repiquages réalisés sous PSM (Poste de Sécurité Microbiologique), 
mais oblige l’opérateur à réaliser la manipulation rapidement. Afin d’éliminer la présence de 
Figure 37. Profil caryotypique de Blastocystis sp. sous-type 7 (ST7).
Paramètres électrophorétiques : 15h pulse 90s, 15h pulse 150s, 15h pulse 200s, 20h pulse
300s. La migration est réalisée à 150V et à une température de 10°C. La visualisation des
bandes chromosomiques est réalisée sous ultraviolets (254 nm), après un traitement au
bromure d’éthidium (BET). Abréviations : caryo, caryotype; Ech, échelle de poids moléculaires
correspondant au caryotype de Saccharomyces cerevisiae.
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dioxygène dans le milieu de culture, ce dernier est préalablement réduit pendant 48h à 37°C 
en jarres anaérobies, avant d’être utilisé pour la culture du parasite. 
Le séquençage et l’annotation du génome d’un parasite, nous l’avons vu, permettent 
d’apporter une énorme quantité d’informations sur les caractéristiques structurales, 
physiologiques et métaboliques de l’organisme étudié. Ces données peuvent ensuite être 
utilisées pour la découverte de cibles thérapeutiques potentielles, ou la mise en évidence de 
facteurs de virulence. Le séquençage du premier génome de Blastocystis sp. a ainsi été 
principalement motivé par la volonté de mettre en évidence des gènes pouvant coder pour 
des facteurs de virulence (protéases, immunophilines), afin d’apporter des éléments de 
réponse sur le caractère potentiellement pathogène de ce microorganisme. La présence 
d’organites morphologiquement similaires aux mitochondries chez un organisme pourtant 
anaérobie, a également éveillé notre curiosité, et nous a conduit à réaliser la reconstruction 
in silico du métabolisme des MLOs à partir des données d’annotation du génome.  
La connaissance approximative de la taille du génome à séquencer est une 
prérogative nécessaire et essentielle au lancement des protocoles de séquençage et 
d’annotation. Nous avons donc procédé à des analyses caryotypiques en champ pulsé (PFGE) 
à partir d’extractions d’ADN génomique de Blastocystis sp. Les profils obtenus indiquent la 
présence de 15 bandes chromosomiques (d’une taille allant de 600 kpb à 2 Mpb), conduisant 
à un génome d’une taille estimée à 17 Mpb (Figure 37). 
Les résultats de séquençage et d’assemblage (couverture de 16,5x) ont permis de 
déduire une taille de 18,8 Mpb, ce qui fait du génome de Blastocystis sp. ST7 le plus petit 
génome straménopile séquencé à ce jour (Phytophthora infestans, 240 Mpb ; P. sojae, 95 
Mpb ; P. ramorum, 65 Mpb ; Phaeodactylum tricornutum, 27,4 Mpb ; Thalassiosira 
pseudonana, 34,5 Mpb). L’annotation révèle une structure génomique particulière, et met 
en évidence des gènes (obtenus par transferts horizontaux pour certains) codant pour des 
protéines potentiellement impliquées dans l’adaptation du parasite à son environnement 
intestinal, notamment aux conditions d’anaérobiose. La prédiction des protéines sécrétées 
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par le parasite dans le milieu extérieur met en avant de nombreuses protéases, 
immunophilines, et glycosyltransférases, dont les activités pourraient conduire à une 
altération de la physiologie de l’hôte, ce qui pourrait expliquer les complications gastro-
intestinales observées pour certaines infections à Blastocystis. Ces hypothèses doivent 
toutefois être démontrées expérimentalement, afin d’apporter des données concrètes sur la 
physiopathologie et les interactions que peut présenter ce protozoaire parasite avec son 
hôte. 
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Abstract
Background: Blastocystis is a highly prevalent anaerobic eukaryotic parasite of humans and animals that is
associated with various gastrointestinal and extraintestinal disorders. Epidemiological studies have identified
different subtypes but no one subtype has been definitively correlated with disease.
Results: Here we report the 18.8 Mb genome sequence of a Blastocystis subtype 7 isolate, which is the smallest
stramenopile genome sequenced to date. The genome is highly compact and contains intriguing rearrangements.
Comparisons with other available stramenopile genomes (plant pathogenic oomycete and diatom genomes)
revealed effector proteins potentially involved in the adaptation to the intestinal environment, which were likely
acquired via horizontal gene transfer. Moreover, Blastocystis living in anaerobic conditions harbors mitochondria-like
organelles. An incomplete oxidative phosphorylation chain, a partial Krebs cycle, amino acid and fatty acid
metabolisms and an iron-sulfur cluster assembly are all predicted to occur in these organelles. Predicted secretory
proteins possess putative activities that may alter host physiology, such as proteases, protease-inhibitors,
immunophilins and glycosyltransferases. This parasite also possesses the enzymatic machinery to tolerate oxidative
bursts resulting from its own metabolism or induced by the host immune system.
Conclusions: This study provides insights into the genome architecture of this unusual stramenopile. It also
proposes candidate genes with which to study the physiopathology of this parasite and thus may lead to further
investigations into Blastocystis-host interactions.
Background
Blastocystis sp. is one of the most frequent unicellular
eukaryotes found in the intestinal tract of humans and
various animals [1]. This anaerobic parasite was first
described by Alexeieff at the beginning of the 20th
century [2]. For a long time, the taxonomy of Blastocystis
was controversial. Despite the application of molecular
phylogenetic approaches, it was only recently that
Blastocystis sp. was unambiguously classified within the
stramenopiles [3-5]. This eukaryotic major lineage, also
called Heterokonta, encompasses very diverse organisms
(unicellular or multicellular, heterotrophic or photosyn-
thetic) such as slime nets, diatoms, water moulds and
brown algae [6]. One important characteristic of strame-
nopiles is the presence during the life cycle of a stage
with at least one flagellum permitting motility. It is
important to note that Blastocystis sp. does not possess
any flagellum and is the only stramenopile known to
cause infections in humans [4]. For the organism isolated
from human fecal material, Brumpt suggested the
name Blastocystis hominis [7]. However, as the species
B. hominis is difficult to establish, we use the term
‘Blastocystis sp.’ to designate any subtype observed in
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humans. Blastocystis sp. is the most frequent protozoa
reported in human fecal samples [8], with a worldwide
distribution [9-13] and a prevalence ranging between 30
and 60% in some developing countries [1]. In addition,
infection with Blastocystis sp. appears to be common and
more severe in immunocompromised or hemophilic
patients [9,14,15]. The presence of Blastocystis represen-
tatives has also been reported in a variety of mammals,
birds, reptiles, and even insects [16-18]. Blastocystis sp.
exhibits extensive genetic diversity, and on the basis of
molecular analysis of the small subunit RNA gene, ten
distinct subtypes (ST1 to ST10) have been identified
from primates (including humans), other mammals and
birds [17]. Some arguments support zoonotic transmis-
sion to humans, including the high prevalence of ST1 to
ST3 in humans and other mammals [17] and the experi-
mental transmission of different human genotypes to
chickens, rats and mice [19,20].
The life cycle of Blastocystis sp. remains elusive,
although different morphological forms have been
described, including vacuolar, granular, amoeboid and
cysts. Recently, Tan [1] suggested a life cycle with the
cyst as the infectious stage. After ingestion of cysts, the
parasite may undergo excystation in the gastrointestinal
tract and may develop into a vacuolar form that divides
by binary fission. The following stage could be either
the amoeboid form or the granular form. Then, encysta-
tion may occur during passage along the colon before
cyst excretion in the feces. Therefore, Blastocystis sp.
lives in oxygen-poor environments and is characterized
by the presence of some double-membrane surrounded-
organelles showing elongate, branched, and hooked
cristae [21] called mitochondria-like organelles (MLOs)
[22]. These cellular compartments contain a circular
DNA molecule and have metabolic properties of both
aerobic and anaerobic mitochondria [23,24].
Blastocystis sp. has been reported as a parasite causing
gastro- and extra-intestinal diseases with additional per-
sistent rashes, but a clear link of subtypes to the symp-
tomatology is not well established [11]. Other studies
have shown that the parasite can be associated with irri-
table bowel syndrome [20,25] or inflammatory bowel
disease [26]. Thus, the pathogenic role of Blastocystis sp.
as the primary cause of enteric symptoms is dubious.
Therefore, it is important to search for other molecular
markers for an epidemiologically integrated study [17].
Here we report the complete genome sequence of a sub-
type 7 isolate from a Singaporean patient [GenBank:
CABX01000000]. Its comparison with the two other
available stramenopile genome sequences (that is,
Phytophthora sojae, a plant pathogenic oomycete, and
Thalassiosira pseudonana, a free diatom) allows us to
highlight some genome-specific features of Blastocystis
to understand how this parasite evolved within
environmental constraints, but also provides a better
knowledge of its metabolic and physiological capacities,
such as the functioning and the role of MLOs and the
arsenal produced to interact or to counter immune
defense systems of its host.
Results and discussion
General features of the Blastocystis genome
The genome of a Blastocystis subtype 7 was resolved by
pulsed-field gel electrophoresis, and 15 chromosomic
bands have been characterized. The final assembled
sequence is distributed in 54 scaffolds and the deduced
genome is 18.8 Mb in size (16.5-fold sequence coverage),
which is much smaller than plant parasite stramenopiles
(Phytophthora infestans, 240 Mb; P. sojae, 95 Mb; Phy-
tophthora ramorum, 65 Mb) and also smaller than free
stramenopiles (Phaeodactylum tricornutum, 27.4 Mb;
T. pseudonana, 34.5 Mb). The reference annotation of
the Blastocystis subtype 7 genome contains 6,020 genes,
covering about 42% of the genome (Table 1). The average
number of exons per gene is 4.6 for multiexonic genes
and 929 genes are monoexonic. Compaction in this para-
site genome is reflected by the short length of the inter-
genic regions (1,801 bp), the relatively low repeat
coverage (25%) and, more strikingly, by the very short
size of introns, with a sharp length distribution of around
32 nucleotides (Figure S1 in Additional file 1). A total of
38 rDNA units organized in transcriptional units, includ-
ing a small subunit rRNA gene, a 5.8S rRNA gene, and a
large subunit rRNA gene in a 5’-3’ orientation, have been
detected in the genome. The sizes of the small subunit,
the large subunit and the 5.8S rRNA gene are 1.8 kb,
2.45 kb and 0.44 kb, respectively. Some units are tan-
demly duplicated, up to four copies on scaffold 18, and
some may also be localized in subtelomeric regions, as
revealed by a co-mapping of telomeric sequences and
rDNA subunits at scaffold 6 and 9 extremities. These two
scaffolds could correspond to entire chromosomes. Due
to the sequencing method, some units are incomplete
(either truncated or lacking genes). The alignment of 20
complete small subunit rRNA genes shows polymorph-
ism between copies, which is also the case for 29 large
subunit rRNA gene copies.
The number of genes in Blastocystis (6,020) is reduced in
comparison with other stramenopiles (P. infestans, 17,797;
P. sojae, 19,027; P. ramorum, 15,743; P. tricornutum,
10,402; T. pseudonana, 11,776). Surprisingly, a large por-
tion of genes were probably duplicated since 404 clusters
of paralogous protein-coding genes were identified, con-
taining 1,141 genes, that is, 19% of Blastocystis genes (see
Material and methods). Excluding the large multigenic
families (up to 32 genes with a histone-fold domain and 20
genes with a 4Fe-4S ferredoxin domain), most of the dupli-
cated genes are present in only two copies (Figure S2 in
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Additional file 1). As described in other organisms [27,28],
the duplicated genes are more conserved than single copy
genes in Blastocystis sp. Indeed, they have more orthologs
(defined as best reciprocal hit (BRH); see Materials and
methods) and display higher similarities with their ortho-
logs (Figure S3 in Additional file 1). They also tend to
display higher expression levels than single copy genes
(Figure S4 in Additional file 1).
We investigated whether these gene duplications could
have arisen from a whole genome duplication (WGD) or
smaller scale segmental duplications. WGD, the duplica-
tion of the entire genome by polyploidization, has been
shown to have played a key role in the evolutionary
history of several animal and plant lineages [27,29-31].
Segmental duplications occur continually by several
mechanisms that can duplicate parts of genes, entire
genes, or several adjacent genes. These mechanisms
include unequal crossing over, or gene conversion, and
tandem duplication [32-34]. We were able to identify
320 blocks of duplicated genes, that is, paralogous seg-
ments of several adjacent genes (see Materials and
methods), some of which are very large (up to 100 kb),
suggesting a WGD. These blocks cover about 39% of
the genome (7.3 out of 18.8 Mb) representing 38% (5.15
out of 13.65 Mb) of the unrepeated fraction of the gen-
ome. As shown in Figure 1, each scaffold is a mosaic of
blocks of homology with several other scaffolds: scaf-
folds cannot be grouped by pairs as would be expected
from a recent WGD. Additionally, some segments are
present in more than two copies in the genome (they
appear in black in Figure 1), suggesting that segmental
duplications are likely to have played a role in the
current duplication pattern. However, the duplicated
blocks are not often on the same scaffold, nor in tan-
dem, which rules out the tandem duplication model.
The comparison of paralogous copies shows surprisingly
high nucleic acid identity rates: on average, 99% in cod-
ing regions, 98.4% in untranslated regions, and 97.8% in
introns and intergenic regions. Interestingly, those
values are homogeneous among all paralogous blocks,
suggesting that all blocks were duplicated at the same
time.
Two hypotheses could explain the origin of these dupli-
cated blocks. First, the duplicates may have arisen from a
whole genome duplication that took place recently (since
the copies are still very similar) and was followed by
rapid genome rearrangements and losses of gene copies.
The high homology between gene copies could also
result from a high rate of homogenization through gene
conversion driven by the high frequency of rearrange-
ments. The frequent rearrangements in the Blastocystis
lineage are probably also the reason why no extensive
synteny could be detected between Blastocystis sp. and
other stramenopiles. Second, the duplicates could also
have occurred through segmental duplications (favored
by the high rate of rearrangements), although the rela-
tively uniform divergence between copies is more symp-
tomatic of a single event and would imply a burst of
segmental duplications during a short period or a very
high rate of homogenization by recombination. The intri-
guing pattern of gene duplications, likely caused by the
high rate of rearrangements in the Blastocystis genome,
makes it impossible to determine which scenario is the
most likely. It could be interesting to sequence other sub-
types to determine whether the high rate of recombina-
tion (loss of synteny) and the pattern of duplications
observed in subtype 7 is a common feature within this
lineage.
Endosymbiotic and horizontal gene transfers in
Blastocystis sp
Phylogenetic analyses revealed two genes of possible
cyanobacterial origin in the genome of Blastocystis,
those encoding phosphoglycerate kinase [GenBank:
CBK20833] and 6-phosphogluconate dehydrogenase
[GenBank:CBK22626] (Figure S5 in Additional file 1).
It is important to notice that 6-phosphogluconate
dehydrogenase-encoding genes have been identified in
non-photosynthetic protists such as Heterolobosea (not
shown). This was interpreted as secondary horizontal
gene transfer (HGT) from photosynthetic eukaryotes
to Heterolobosea [35,36].
The presence of plastids in various photosynthetic stra-
menopile lineages (for example, diatoms, chrysophytes,
raphidophytes) was interpreted as a secondary endosym-
biosis that occurred between a red algae and the ancestor
of these groups. By contrast, the evolutionary meaning of
the lack of plastids in some heterotrophic stramenopile
lineages (for example, oomycetes, bicosoesids) is still
under discussion: does it indicate secondary losses of the
Table 1 General features of Blastocystis sp. subtype 7
Number Mean length Median length Total length (Mb) Percentage of genome (18.8 Mb)
Genes 6,020 1,299 1,397 7.82 42%
Exons 24,580 280 150 6.88 37%
Introns 18,560 50.5 31 0.94 5%
Intergenic - 1,801 4,092 10.9 58%
Repeats 2,730 1,747 2,862 4.8 25%
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plastid acquired by the ancestor of all stramenopiles? Or
does it reflect the fact that the secondary endosymbiosis
at the origin of stramenopile plastids did not occur in
their common ancestor but after the divergence of
heterotrophic lineages [37]? The presence of genes of
cyanobacterial origin in Blastocystis supports the first
hypothesis even if we can not rule out possible recent
acquisitions of genes of chloroplastic origin from photo-
synthetic eukaryotes as in the case of Heterolobosea.
HGT is important in evolution as an adaptive mechan-
ism of microbial eukaryotes to environmental conditions
[38,39] and is known to play an important role in strame-
nopiles. For instance, iron is a limiting nutrient in surface
waters for diatoms. Therefore, the likely acquisition of
ferritin by HGT from bacteria has permitted some spe-
cies to acquire this nutrient from the environment [40].
This is also the case for the diatom Phaeodactylum, in
which nitrogen metabolism, cell wall silification, DNA
replication, genome repair and recombination processes
have been shaped by HGT [40,41]. HGT seems also to
play an important role in oomycetes since it may be
involved in osmotrophy. Genes involved in absorbing
products of degradation of complex nutrients were pre-
dicted to be candidates for fungi-to-oomycete HGT [42].
By analyzing the set of predicted genes in Blastocystis sp.
that are homologous to bacterial or archaeal genes, we
identified 133 candidates for HGT (Table S3 in Addi-
tional file 2). In most cases, our phylogenetic analyses
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confirm the bacterial origin of these genes even if they
were not sufficiently resolved to allow the precise identi-
fication of the donor, suggesting that these HGT events
were ancient and/or that the corresponding genes are
rapidly evolving in the genome of Blastocystis sp. Inter-
estingly, in a few cases, even when the transferred gene
is of bacterial origin, the Blastocystis sp. copy is closely
related to homologues found in pathogenic and/or
anaerobic eukaryotes, suggesting that HGT between
eukaryotes has played a key role in these organisms too
(Figure S6 in Additional file 1).
Some of the genes that originated from HGT possess
functions that lead to a better understanding of how this
lineage emerged. Three are homologous to the bacterial
major facilitator transporter (MFS_1), the first two being
nearly identical, and therefore resulting from a recent
gene duplication event. MFS proteins form a large and
diverse group of secondary transporters, which facilitate
the transport across membranes of a variety of substrates,
including ions, sugar phosphates, drugs, neurotransmit-
ters, nucleosides, amino acids and peptides [43]. Two
Blastocystis MFS genes have closely related homologues
in some pathogenic eukaryotes like the Alveolata Perkin-
sus marinus or fungi such as Gibberella zeae and Verticil-
lium albo atrum, suggesting an acquisition from bacteria
followed by HGT between these eukaryotes (Figure S6f
in Additional file 1). However, the phylogeny resolution
is too low to precisely identify the bacterial donor of
these genes. The presence of MSF proteins in Blastocystis
sp. may confer the ability to absorb nutrients from the
environment to this parasite, particularly in the intestinal
lumen or when attacking host tissues. We have also
found different HGT genes harboring alcohol deshydro-
genase, short-chain dehydrogenase and oxidoreductase
domains (Table S3 in Additional file 2) that may be
involved in specific fermentations that remain to be char-
acterized. Some of them are closely related to homolo-
gues found in anaerobic eukaryotes like Trichomonas
vaginalis and Entamoeba histolytica (Figure S6b in Addi-
tional file 1) or in the bacteria Legionella pneumophila or
Parachlamydia acanthamoebae, which infect or are asso-
ciated with amoeba [44,45]. These enzymes may increase
the range of Blastocystis sp. metabolic abilities to produce
energy in anaerobic environments, as has been observed
in Giardia lamblia and E. histolytica [46,47].
Several genes acquired by HGT may participate in the
adhesion of the parasite to the host tissues. Indeed, 26
genes (Table S3 in Additional file 2) encode proteins
containing the IPR008009 domain, which is often asso-
ciated with immunoglobulin domains, a conserved core
region of an approximately 90-residue repeat found in
several hemagglutinins and other cell surface proteins.
Among these 26 Blastocystis sp. proteins, some also
contain the IPR015919 domain, which characterizes
cadherins, a family of adhesion molecules that mediate
Ca2+-dependent cell-cell adhesion. Homologous genes
are also found in some beta-Proteobacteria or Acidobac-
teria, but the sequences are very divergent and
our phylogenetic analysis did not, therefore, allow firm
identification of the bacterial donor. Some hydrolase-
encoding genes could also result from the transfer from
bacteria to Blastocystis sp. One of them possesses an
esterase-lipase (IPR013094) domain (Table S3 in Addi-
tional file 2) and may participate in the degradation of
host tissue during infection. The closest homologues of
this gene are found in the fungus Botryotinia fuckeliana,
in Firmicutes and Actinobacteria (Figure S6d in
Additional file 1).
Overall, these HGT genes may have allowed flexibility
in genome expression, enabling the successful adapta-
tion of Blastocystis sp. to digestive environments
through genes encoding proteins that could be involved
in osmotrophy (MFS), energy metabolism (dehydro-
genases) and adhesion.
Circular genome, predicted proteome and metabolic
pathways of the MLOs
Although it lives in anaerobic or microaerophilic condi-
tions, Blastocystis sp. harbors MLOs that present both
mitochondrial and hydrogenosomal features [24]. We
recently reported that Blastocystis sp. MLOs contain a
circular genome, including genes encoding 10 of the 20
complex I subunits, but they lack all genes encoding
cytochromes, cytochrome oxidases and ATP synthase
subunits [24], unlike mitochondrial DNA from other
sequenced stramenopiles, such as Phytophthora sp. [48].
The MLO genome of the Blastocystis subtype 7 is a cir-
cular molecule 29,270 bp in size. Two other MLO gen-
omes were then sequenced from isolates belonging to
other subtypes [49]: a subtype 1, represented by Blasto-
cystis Nand II, with a 27,719 bp genome; and a subtype
4, represented by Blastocystis DMP/02-328, with a
28,382 bp genome. In addition to sequence conserva-
tion, these three genomes have many similarities. Their
A+T content is around 80%, their gene density is higher
than 95% and all three encompass 45 genes: 27 ORFs,
16 tRNAs and 2 rRNA genes. The ORFs consist of
NADH subunits, ribosomal proteins and proteins with
no similarity in the databases. The synteny between the
three MLO genomes is highly conserved: gene order is
strictly the same among the three genomes [24,49].
Through the analysis of a Blastocystis EST database,
Stechmann et al. [23] have identified 110 potential pro-
teins associated with mitochondrial pathways, such as
the oxidative phosphorylation chain, tricarboxylic acid
(TCA) cycle, Fe/S cluster assembly, and amino acid and
fatty acid metabolisms. Nonetheless, approximately half
of these proteins have an incomplete amino terminus
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due to EST data, making it difficult to confirm mito-
chondrial import by algorithms. To clarify the metabolic
characteristics of these puzzling organelles, we used data
from the whole genome sequence in order to establish
the in silico proteome of Blastocystis MLOs. For this
purpose, a computational approach based on two differ-
ent prediction algorithms (MitoProt and MitoPred) for
mitochondrial-import proteins was chosen (see Materi-
als and methods for more details). This approach pre-
dicted 365 MLO proteins (Table S6 in Additional file 3)
whereas Stechmann et al. [23] predicted only 110 pro-
teins. Among these 365 proteins, 299 were predicted to
have an amino-terminal extension involved in mito-
chondrial import, suggesting that an alternative system
might exist for the 66 remaining proteins. Of the 299
proteins, 41 remain as ‘hypothetical protein’ with
unknown function and 31 have no homologues in public
databases, which raises the question of the existence of
undiscovered metabolic processes within these intri-
guing organelles (Table S6 in Additional file 3). The
other proteins are involved in classical mitochondrial
core functions, such as oxidative phosphorylation,
amino acid metabolism, fatty acid oxidation, iron-sulfur
cluster assembly, and mitochondrial import system. Sev-
eral proteins involved in the translocase of the outer
mitochondrial membrane (TOM complex), the translo-
case of the inner membrane (TIM complex), and the
presequence translocase-associated motor (PAM com-
plex), which perform protein transport into the matrix,
were identified. Interestingly, the two essential subunits
of the mitochondrial processing peptidase heterodimer
(MPP a/b), essential for the cleavage of the targeting
peptide, were also found [50].
Our analyses revealed that MLOs probably have three
ways to make acetyl-CoA from pyruvate, supported by
the presence of the pyruvate dehydrogenase complex,
pyruvate:ferredoxin oxidoreductase and pyruvate:NADP+
oxidoreductase (an amino-terminal pyruvate:ferredoxin
oxidoreductase domain fused to a carboxy-terminal
NADPH-cytochrome P450 reductase domain) (Figure 2).
Euglena gracilis mitochondria include this feature,
which provides adaptability to various oxygen levels
[51], and this might be to a lesser extent the case for
Blastocystis sp. We have also identified the 20 subunits
of the Blastocystis sp. MLO complex I (ten are encoded
by the MLO genome and ten by nuclear genes). The
four nuclear-encoded subunits of the mitochondrial
respiratory chain complex II were detected and this
complex could function in two ways (via succinate dehy-
drogenase or fumarate reductase) [52]. We did not iden-
tify any genes encoding complexes III and IV subunits
or ATP synthase. However, we have found components
of the TCA cycle, which was shown to be involved with
complex II (fumarate reductase) in fumarate respiration
in parasitic helminths [52]. Interestingly, we identified a
gene encoding a terminal oxidase, called alternative oxi-
dase (AOX), which could be the terminal electron
acceptor of complexes I and II (Figure 2), allowing adap-
tation to oxygen stress and maintaining the NADH/
NAD balance, as has been suggested for Cryptospori-
dium parvum [53,54]. These data raise questions about
the electron acceptor when complex II has succinate
dehydrogenase or fumarate reductase activity, the qui-
none used in this process and the role of the proton
gradient.
We also revealed proteins that can be grouped into
essential mitochondrial pathways, like the Fe/S cluster
assembly. More precisely, we have identified 11 enzymes
(6 of which have predicted mitochondrial import sig-
nals), composing the iron-sulfur cluster system responsi-
ble for the assembly of mitochondrial Fe/S proteins [55],
such as the cysteine desulfurase Nfs1, the scaffold pro-
tein Isu1, frataxin, and the P-loop NTPase Ind1, which
is required for the assembly of complex I (Figure 2). We
also highlighted some proteins involved in mitochon-
drial fatty acid synthesis type II [56], beta oxidation of
fatty acids and amino acid metabolism (Table S6 in
Additional file 3).
Taken together, our data confirm the mitochondrial nat-
ure of the Blastocystis sp. MLO. The oxygen-poor environ-
ment may have driven the selection of these unique
organelles, which seemingly represent an intermediate
situation between anaerobic mitochondria and hydrogeno-
somes, arguing for multiple situations arising during orga-
nelle evolution. It remains now to describe the metabolism
occurring in these unusual organelles more precisely.
Secretome and virulence factors
The persistence of Blastocystis sp. in the host may be
due, to some extent, to its ability to override the
response of the immune system and to adhere and sur-
vive within the intestinal tissue. Manipulation of the
host might be facilitated by molecules released at the
interface between the host and the parasite [57].
Accordingly, the study of the predicted secretome of
Blastocystis sp. is of particular interest. With SIGNALP
3.0, 307 proteins were predicted to be secretory, of
which 46 had no sequence similarity in the public nr
databases. By sequence homology, 170 proteins that
could play a role in host-parasite relationships were
selected and submitted to PSORTII for extracellular
location. Finally, 75 putative secreted proteins have been
classified by putative functions, some of which may have
a direct connection with pathogenicity (proteases, hex-
ose digestion enzymes, lectins, glycosyltransferases and
protease inhibitors; Table S4 in Additional file 2).
Blastocystis can secrete members of the immunophilin
family, characterized by peptidyl-propyl cis-trans
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isomerase activity and disulfide isomerases (Figure 3;
Table S4 in Additional file 2). These proteins have key
roles in protein folding, but it has also been established
that they can have moonlighting functions. In bacteria,
they have evolved adhesive properties for the host [58]
but they can also modulate host leukocyte function and
induce cellular apoptosis [59]. A cyclophilin-like protein
from the protozoan parasite Toxoplasma gondii is
directly involved in host-parasite crosstalk, as it can
modulate protective Th1 responses through its binding
to the chemokine receptor CCR5 [60]. It is unclear what
role these proteins play in Blastocystis sp., but this illus-
trates a range of functions for cell stress proteins in
host-pathogen interactions.
Sugar-binding proteins have an important role
through a conserved carbohydrate-recognition domain
that could interact with host cell receptors. Such pro-
teins have been characterized in other parasites [61] and
Figure 2 In silico reconstruction of metabolic pathways of Blastocystis sp. mitochondria-like organelles. The proteins are predicted from
the combined analysis of MitoProt and MitoPred algorithms. Proteins with a predicted amino-terminal extension are outlined by a solid black
line, and protein complexes for which mitochondrial presequences for only some of the subunits have been predicted are outlined by a dashed
black line. The pathways in purple represent: (1) the conversion of pyruvate into acetyl-CoA by the pyruvate dehydrogenase complex (PDH),
pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFO) or pyruvate:NADP oxidoreductase (PNO); (2) acetyl-CoA is then converted to acetate by acetate:
succinate CoA transferase (ASCT) and may allow production of ATP (3). Pyruvate may follow routes that potentially use complexes I and II to
produce succinate (and propionate) and certainly participate in maintaining the redox balance. The pathways in green and burgundy
correspond to amino acid metabolism and fatty acid metabolism, respectively. Pathways for the assembly of iron-sulfur proteins are represented
in blue, and proteins involved in mitochondrial import machinery in orange. Enzymes that may play a role in protection against oxidative stress
are indicated in pink (superoxide dismutase (SOD), alternative oxidase (AOX), glutathione reductase (GR) and gluthathione peroxidase (GPx)); the
role of glycerol-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH) remains to be determined. Abbreviations: 1, acetyl-CoA carboxylase; 2, 3-oxoacyl-ACP
synthase; 3, 3-oxoacyl-ACP reductase; 4, 2-enoyl-ACP reductase; 5, methylmalonyl-CoA mutase; 6, methylmalonyl-CoA epimerase; 7, propionyl-
CoA carboxylase; AAC, ATP/ADP translocator; ACP, acyl carrier protein; ALAT, alanine aminotransferase; BC-AAT, branched-chain amino acid
aminotransferase; C I, complex I; ECH, enoyl-CoA hydratase; [Fe]-Hyd, [Fe]-hydrogenase; FRD/SDH, fumarate reductase/succinate dehydrogenase
activity of complex II; FUM, fumarase; HCDH, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; HICH, 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase; HID, 3-
hydroxyisobutyrate dehydrogenase; LC-ACS, long-chain acyl-CoA synthetase; MDH, malate dehydrogenase; OMC, oxoglutarate/malate carrier
protein; Pyr C, pyruvate carboxylase; SCS, succinyl-CoA synthetase; SOD, superoxide dismutase.
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it is interesting to note that some sugar-binding proteins
are able to inhibit Th1- and Th2-mediated inflammation
[62,63]. Moreover, some specific sugar-binding proteins
are also able to suppress regulatory T cells [64]. The
binding of these proteins is dependent on their specific
sugar motifs, which can be added to N- or O-linked gly-
cans by glycosyltransferases. One carbohydrate-binding
protein and eight glycosyltransferases (Table S4 in Addi-
tional file 2) have been predicted to be secreted. All
these enzymes could allow cross-linking of Blastocystis
sp. sugar-binding proteins to host cell receptors.
The parasite likely uses hydrolases to attack host tis-
sues. Fucosidase, hexosaminidase and polygalacturonase
have been identified in the predicted secretome and may
participate in this process by degrading host glycopro-
teins (Figure 3; Table S4 in Additional file 2). Proteases
have been proposed to be involved in diverse processes,
such as host cell invasion, excystation, metabolism,
cytoadherence or other virulence functions. A correlation
between a high level of protease activity and the virulence
of the intestinal parasite E. histolytica was proven by
McKerrow et al. [65]. Indeed, cysteine proteases degrade
extracellular matrix proteins, cleave immunoglobulin A
and G, and are thought to be responsible for the cyto-
pathic effect of different pathogens against in vitro cul-
tured cells [66]. Interestingly, Blastocystis sp. proteolytic
enzymes are also able to degrade human secretory immu-
noglobulin A [67]. All the major classes of proteolytic
enzymes were identified in the genome data, including
serine, aspartic, and cysteine proteases and metallopro-
teases. Among the 66 proteases identified, 18 are pre-
dicted to be secreted by the parasite (Table S4 in
Additional file 2). Within the protease family, cysteine
protease-encoding genes are the most represented in
Blastocystis sp. genome and 96% of the proteins encoded
by these genes are predicted to be secreted. Among the
cysteine proteases we have found five legumains and
eight cathepsins; three cathepsins B contain the
IPR015643 domain, which is only present in Blastocystis
sp. compared to the other stramenopiles. The IPR015643
domain corresponds to the peptidase C1 cathepsin B
domain and has a cysteine type peptidase activity, which
was also found in pathogenic protozoa (Leishmania sp.
and Trypanosoma sp.) [66]. Cysteine proteases are
usually secreted in their inactive form and must be
matured, having a prosegment that prevents hydrolysis
during protease trafficking and storage. This maturation
might result from the activity of the same protease or
another, such as asparaginyl endopeptidase (also called
legumain) [68]. This endopeptidase cleaves peptide
bonds carboxy-terminal to asparagine residues, and may
be involved in processing and activating both cathepsins
L and B. Legumains have been predicted in the secre-
tome of Blastocystis sp. (Table S4 in Additional file 2)
and could be involved in protease processing (Figure 3).
As an alternative role, secreted Blastocystis sp. legumains
could also participate with other effectors in the altera-
tion of the host intestine [69]. Indeed, it has been shown
that legumain can degrade fibronectin, an extracellular
matrix glycoprotein [70].
Genes coding for protease inhibitors are also present in
the Blastocystis sp. genome, and some are predicted to be
secreted. Release of protease inhibitors may weaken the
host response as described in nematodes [71]. Blastocystis
sp. encodes three protease inhibitors: cystatin, type1-
proteinase inhibitor and endopeptidase inhibitor-like
protein (Table S4 in Additional file 2). Type1-proteinase
inhibitor is similar to chymotrypsin inhibitor, which is
known to inactivate intestinal digestive enzymes (trypsin
and chymotrypsin) as in Ascaris suum [72], thus protecting
the parasite against non-specific digestive defenses. Cysta-
tin, also called stefin, was described in Fasciola gigantica
[73] and shown to inhibit mammalian cathepsin B, cathe-
psin L and other cysteine proteases, including parasite
ones. In Blastocystis sp., secreted cystatin could participate
in the regulation of parasitic cysteine protease activities.
Cystatin can also potentially inhibit host proteases involved
in MHC II antigen processing and presentation, including
the key enzyme asparaginyl endopeptidase [74] and cathe-
psin S, the mammalian legumain [73].
Figure 3 Secretory proteins and virulence factors identified in
the Blastocystis sp. subtype 7 potentially involved in host
interaction. Blastocystis sp. may release cysteine proteases, which
could be processed by legumain. These proteases may attack
intestinal epithelium together with other hydrolases, such as
glysoside hydrolases. Protease inhibitors, some of which have been
predicted to be secreted, could act on host proteases (digestive
enzymes or proteases involved in the immune response). Some as
yet uncharacterized secondary metabolites produced by polyketide
synthase (PKS) identified in the genome could also participate in
host intestinal symptoms. Adhesive candidate proteins (proteins
with an immunoglobulin Ig domain) have been found. Finally, drug-
resistant isolates of the parasite could be explained by the presence
of multidrug resitance (MDR) proteins. Lightning bolts indicate
potential toxic effects.
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Interestingly, a putative type I polyketide synthase
(PKS) gene was also found in the Blastocystis sp.
genome, potentially originating from HGT. PKS and
non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) synthesize
metabolites like simple fatty acids, but also a myriad of
chemical structures that possess important pharmacolo-
gical activities and environmental impact, such as toxins,
antibiotics or antimicrobials. Type I PKS was formerly
known only from bacteria and fungi, but recently homo-
logous genes were also discovered in some protists [75].
According to the Database for NRPS and PKS [76], the
Blastocystis sp. PKS gene possesses the three essential
domains, and three other domains: dehydratase, ketoacyl
reductase, and enoyl reductase domains. The presence
of these additional domains would permit this organism
to synthesize both reduced polyketides and fatty acids.
Domain comparison with other type I PKSs suggests
that Blastocystis sp. PKS is similar to type I PKS from
the ascomycete Cochliobolus heterostrophus, a maize
pathogen that produces T toxin [77], a polyketide mole-
cule that disturbs mitochondria by binding a protein of
the inner mitochondrial membrane. Searching polyke-
tide-related metabolites in the secretome of Blastocystis
sp. would be of interest in order to identify molecules
that could have effects on the host (Figure 3).
Antioxidant system and multi drug resistance
Like other anaerobic organisms, Blastocystis sp. has to
eliminate reactive oxygen species such as superoxide
anions (O2
.-), hydrogen peroxide (H2O2) and hydroxyl
radicals (HO.) resulting from metabolism. In addition,
this microorganism has to cope with the oxidative burst
imposed by host immune cell effectors (release of O2
.-
subsequently processed to give additional reactive
oxygen species). For these reasons, to protect against
oxidative injury, Blastocystis species have developed an
efficient battery of antioxidant enzymes (Table S5 in
Additional file 2). The first lines of defense against
oxygen damage are superoxide dismutases (SODs), a
family of metalloproteins catalyzing the dismutation of
O2
.- to form H2O2 and oxygen. Genome annotation
revealed the presence of two genes encoding SODs
(SOD1 and SOD2) that exhibit sequence characteristics
of dimeric iron-containing SODs [78] and likely protect
the cytosol and MLOs, respectively, against O2
.-. Cata-
lase and ascorbate peroxidase are subsequently able to
remove H2O2 generated by SODs as well as by
NADPH-dependent oxidase. However, genes encoding
catalase and ascorbate peroxidase have not been identi-
fied in Blastocystis sp. nor in many unicellular parasites,
including trypanosomatids and Plasmodium falciparum.
Additional enzymes, glutathione peroxidase (Gpx) and
thioredoxin-dependent peroxidase (commonly known as
peroxyredoxin (Prx)) are able to reduce H2O2 to water
as well as other substrates, such as hydroperoxides and
peroxinitrite. In most eukaryotes, both enzymes obtain
their reducing equivalents from two redox systems, the
glutathione (GSH) and the thioredoxin (Trx) systems,
respectively. Like P. falciparum [79], Blastocystis sp.
cells possess a complete GSH synthesis pathway: the
genes encoding g-glutamylcysteine synthetase, glu-
tathione synthetase (eu-GS group) and a functional
GSH/Gpx (nonselenium Gpx belonging to the PHGpx
group)/glutathione reductase system have been identi-
fied and both Gpx and glutathione reductase are prob-
ably located in the MLO. This nearly ubiquitous redox
cycle is replaced by the trypanothione system in trypa-
nosomatids [80]. Blastocystis sp. also contains genes
encoding the proteins of the Trx/thioredoxin reductase
(TrxR)/Prx system. Indeed, two genes encode small pro-
teins homologous to Trx: one cytosolic and another
most likely located in the MLO (Table S5 in Additional
file 2). Trx is itself reduced by TrxR and three genes
encoding cytosolic TrxR have been identified in Blasto-
cystis sp. These proteins clearly belong to the high
molecular weight (designated H-TrxR) group of
enzymes and are similar to metazoan enzymes, including
those of Homo sapiens and Drosophila melanogaster,
and to those of the apicomplexan protozoa Plasmodium,
Toxoplasma, and Cryptosporidium [81]. Interestingly, in
contrast to apicomplexan H-TrxRs, two of the H-TrxR
enzymes of Blastocystis are predicted to possess a redox
active center in the carboxy-terminal domain composed
of a selenocysteine (a rare amino acid encoded by the
opal codon TGA, which is not recognized as a stop
codon) at the penultimate position and its neighboring
cysteine residue as in metazoan enzymes (selenoprotein
type H-TrxR). This strongly suggests the presence of the
Se-Cys insertion machinery (SECYS elements) in Blasto-
cystis sp. Genes encoding another type of TrxR with low
molecular weight (designated L-TrxR) have been identified
in parasitic protozoa such as Trichomonas, Entamoeba,
and Giardia but not in the genome of Blastocystis sp.
These data reinforce the assumption of the exclusive
occurrence of either L-TrxR or H-Trxr in genomes and of
some disadvantages of possessing both types of TrxR [81].
In Blastocystis sp., at least 11 highly similar gene copies
encoding predicted cytosolic Prxs have been found that
clearly belong to the typical 2-Cys class of Prx. Whether
sequence polymorphism of these enzymes is potentially
correlated with diversified expression or even function
remains to be explored. Another gene encoding a typical
2-Cys Prx, likely located in the MLO, has been identified
in this parasite. Interestingly, like the homologous
sequence of another stramenopile, P. infestans, this
latter protein is fused to Trx with a WCGKC motif. As
described above, Blastocystis sp. possesses a whole array of
antioxidant enzymes protecting both the cytosol and
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MLO. As shown in Table S5 in Additional file 2, these
enzymes have distinct phylogenetic origins and most of
them probably originate from prokaryote HGT. These
antioxidant proteins attract attention in unicellular para-
sites as they have important functions in host-parasite
interactions and constitute new drug targets for the design
of inhibitors. Indeed, genetic approaches have undoubtedly
shown that some anti-oxidant enzymes are essential for
the survival of different parasitic species [82-86].
Some genes coding for multi-drug resistance pump
proteins have also been discovered in the Blastocystis sp.
genome. There are two classes of multi-drug resistance
genes: the first class corresponds to proteins that are
energized by ATP hydrolysis; the second class includes
proteins that mediate the drug efflux reaction with a
proton or sodium ion gradient. Among the first class, 24
ABC transporter genes were found. In eukaryotes the
main physiological function of ABC transporters is the
export of endogenous metabolites and cytotoxic com-
pounds [87] and eight families of ABC transporters
(ABC A to H) have been identified. The Blastocystis sp.
ABC transporters are included in four of these eight
families (five in family A, six in family B, six in family C,
three in family F, and four not in any class). The A
family is involved in lipid trafficking, and the F family in
DNA repair and gene regulation. The other two families
are more interesting [87], since in protozoan parasites
(Leishmania spp., Trypanosoma spp., Plasmodium spp.)
transporters belonging to the B and C families confer
resistance to drugs. Metronidazole-resistant strains of
Blastocystis sp. could have arisen through the action of
these multi-drug resistance proteins (Figure 3).
Conclusions
We have provided the first genome sequence of a Blas-
tocystis sp. subtype, which could serve in comparative
genomics studies with other subtypes to provide clues
to clarify how these protozoans develop pathogenicity in
some humans. Analysis of this genome has revealed
original traits of this lineage compared to other strame-
nopiles (free living and plant pathogens). Aerobic
respiration has been lost, Blastocystis sp. instead having
the MLO, an anaerobic organelle, which should advance
our understanding of organelle evolution as the Blasto-
cystis sp. MLO seems to be unique among organelles
(Figure 2) but remains to be biochemically character-
ized. Some genes may have been gained through HGT,
which may participate in essential functions for an
intestinal parasite (adhesion, energy production). These
genes probably have facilitated adaptation to intestinal
environments. The Blastocystis sp. secretome has been
predicted and this has permitted the identification of
candidate proteins that could degrade host tissues in
order to provide nutrients. Putative secretory proteins
that can interfere with non-specific and specific host
defense systems have also been found, enabling Blasto-
cystis sp. to survive within this hostile environment
(Figure 3). These putative secretory proteins are of parti-
cular interest as they may interact directly with host
tissue and could help in understanding the host-parasite
interactions and could also be used as markers to distin-
guish between non-pathogenic and pathogenic isolates.
If their functions are essential, they could also be used
to develop future vaccine formulations. The antioxidant
proteins offer interesting therapeutic targets as they
might be important for the parasite in fighting oxidative
bursts. In summary, the deciphering of the Blastocystis
sp. genome will contribute to the study of interactions
between this parasite and its host at a post-genomic
scale and pave the way for deciphering the host-parasite
interactome. Finally, the ‘Blastocystis sp. story’ is remi-
niscent of the amoeba pathogenicity story where two
morphologically indistinguishable species have different
pathogenic potential [88], and this genome will help in
the development of typing tools for the characterization
of pathogenic isolates.
Materials and methods
Genome sequencing
The Blastocystis sp. genome was sequenced using a
whole genome shotgun strategy. All data were generated
by paired-end sequencing of cloned inserts using Sanger
technology on ABI3730xl sequencers. Table S1 in Addi-
tional file 2 gives the number of reads obtained per
library. All reads were assembled with Arachne [89]. We
obtained 157 contigs that were linked into 54 supercon-
tigs. The contig N50 was 297 kb, and the supercontig
N50 was 901 kb (Table S2 in Additional file 2).
Genome annotation
Construction of the training set
A set of 300 gene models from a preliminary annotation
run was selected randomly, among those that were vali-
dated by Blastocystis sp. cDNAs (that is, with every
intron confirmed by at least one cDNA and no exon
overlapping a cDNA intron) to create a clean Blastocystis
sp. training set. This training set was used to train gene
prediction algorithms and optimize their parameters.
Repeat masking
Most of the genome comparisons were performed with
repeat masked sequences. For this purpose, we searched
and masked sequentially several kinds of repeats: known
repeats and transposons available in Repbase with the
Repeat Masker program [90], tandem repeats with the
TRF program [91], ab initio repeat detection with
RepeatScout [92], rDNA by BLATing [93] 189 rDNAs
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sequences (downloaded from GenBank), and telomeric
repeats by searching ‘CCCTAA’ patterns in the scaffolds
with the BLAST2 algorithm.
GeneWise
The UniProt [94] database was used to detect conserved
genes between Blastocystis sp. and other species. As
GeneWise [95] is time greedy, the UniProt database was
first aligned with the Blastocystis sp. genome assembly
using BLAT [93]. Subsequently, we extracted the geno-
mic regions where no protein hit had been found by
BLAT and realigned Uniprot proteins with more per-
missive parameters. Each significant match was then
refined using GeneWise in order to identify exon/intron
boundaries.
GeneID and SNAP
GeneID [96] and SNAP [97]ab initio gene prediction
software were trained on 300 genes from the training
set.
Blastocystis sp. cDNAs
Full-length-enriched cDNA libraries were constructed
from Blastocystis sp. vacuolar forms using a SV total
RNA isolation system (Promega France, Charbonnières,
France) for RNA extraction. RNA quality and quantity
were estimated using the Agilent bioanalyser with the
RNA 6000 Nano LabChip® Kit. The clones were
sequenced on the 5’ end, producing 34,470 useful reads.
We were able to align 33,685 cDNA sequences to the
Blastocystis sp. genome assembly with the following
pipeline: after masking of polyA tails, the sequences
were aligned with BLAT on the assembly and all
matches with scores within 99% of the best score were
extended by 5 kb on each end, and realigned with the
cDNA clones using the EST2genome software [98].
Stramenopile ESTs
A collection of 410,069 public mRNAs from the strame-
nopile clade (276,208 downloaded from the National
Center for Biotechnology Information plus 43,932 and
80,929 ESTs downloaded from the Joint Genome Insti-
tute for diatoms and Ectocarpus, respectively) were first
aligned with the Blastocystis sp. genome assembly using
BLAT [93]. To refine BLAT alignment, we used EST2-
genome [98]. Each significant match was chosen for an
alignment with EST2genome. BLAT alignments were
made using default parameters between translated geno-
mic and translated ESTs.
Integration of resources using GAZE
All the resources described here were used to automati-
cally build Blastocystis sp. gene models using GAZE
[99]. Individual predictions from each of the programs
(that is, GeneID, SNAP, GeneWise, EST2genome) were
broken down into segments (coding, intron, intergenic)
and signals (start codon, stop codon, splice acceptor,
splice donor, transcript start, transcript stop).
Exons predicted by ab initio software (that is, Gene-
Wise and EST2genome) were used as coding segments.
Introns predicted by GeneWise and EST2genome were
used as intron segments. Intergenic segments were cre-
ated from the span of each mRNA using a negative score
(coercing GAZE not to split genes). Predicted repeats
were used as intron and intergenic segments to avoid
prediction of genes coding proteins in such regions.
The whole genome was scanned to find signals (splice
sites and start and stop codons). Additionally, transcript
stop signals were extracted from the ends of mRNAs
(polyA tail positions).
Each segment extracted from software output that pre-
dicts exon boundaries (like GeneWise, Exonerate or ab
initio predictors) was used by GAZE only if GAZE chose
the same boundaries. Each segment or signal from a given
program was given a value reflecting our confidence in the
data, and these values were used as scores for the arcs of
the GAZE automaton. All signals were given a fixed score,
but segment scores were context sensitive: coding segment
scores were linked to the percentage identity of the align-
ment; intronic segment scores were linked to the percen-
tage identity of the flanking exons. A weight was assigned
to each resource to further reflect its reliability and
accuracy in predicting gene models. This weight acts as
a multiplier for the score of each information source,
before processing by GAZE. When applied to the entire
assembled sequence, GAZE predicted 4,798 gene models.
Since the resource of expressed sequences in strameno-
piles is limited, and some gene-free ‘holes’ appeared in
gene-dense regions, we suspected that some genes had
been missed by the annotation pipeline because of a lack
of support.
Additional gene models
With the assumption that not all genes in Blastocystis
sp. have EST support, we developed the following strat-
egy to recuperate additional gene models. Ab initio
(SNAP and GeneID) predictions that did not overlap
GAZE gene models were selected and aligned to
UniProt sequences. Predictions that had significant hits
(coverage ≥90%; e-value ≤10-5) were tagged as potential
coding genes and randomly chosen genes were success-
fully verified by RT-PCR using the Access RT-PCR sys-
tem (Promega France, Charbonnières, France). The final
proteome composed of 6,020 gene models was obtained
by adding 1,222 supplementary models to the 4,798
genes from the first GAZE output.
Identification of orthologous genes
We identified orthologous genes with three species: Cyani-
dioschyzon merolae [100], P. sojae [49] and T. pseudonana
[101]. Each pair of predicted genes was aligned with the
Smith-Waterman algorithm, and alignments with a score
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higher than 300 (BLOSUM62, gapo = 10, gape = 1) were
retained. Orthologs were defined as BRHs, that is, two
genes, A from genome GA and B from genome GB, were
considered orthologs if B is the best match for gene A in
GB and A is the best match for B in GA.
Identification of paralogous genes and duplicated blocks
An all-against-all comparison of Blastocystis sp. proteins
was performed using the Smith-Waterman algorithm
implemented in the Biofacet package [102]. BRHs were
identified as follows: two genes, A and B, are the BRH if
B is the best match for gene A and A for gene B. The dis-
tribution of percentage identities among the pairs of
BRHs is displayed in Figure S7 in Additional file 1. The
distribution is widespread except for the abundant class
of genes sharing ≥90% of identity, which represents 48%
of all pairs of paralogs. We investigated this apparently
recent gene duplication by selecting all pairs of genes
sharing ≥90% identity over ≥50% of the length of the
shortest protein (not only BRHs), which gave 1,917 gene
pairs corresponding to 1,141 genes scattered in 404 gene
families (19% of Blastocystis sp. genes). The number of
counterparts per gene is displayed in Figure S2 in Addi-
tional file 1. Additionally, blocks of paralogous genes, or
so-called duplicated blocks, were identified by clustering
the 1,917 gene pairs. The clustering was performed by
single linkage clustering using the Euclidian distance
between genes, and independently of gene orientation.
Those distances were calculated with the gene index on
each scaffold rather than the genomic position, including
only the genes with paralogs. The minimal distance
between two paralogous genes was set to 5 and the mini-
mal number of genes in a cluster was set to 4 (two pairs
of paralogous genes; Figure S8 in Additional file 1).
Identification of candidate horizontal gene transfers
Blastocystis sp. proteins were blasted [103] (blastx)
against the protein nr database with the parameters
‘-f 100 -X 100 -e 0.00001 -E 2 -W 5’, and the best hits
were retained using the following criteria: for BLAST
scores greater than 200, all hits with a score greater than
90% of the best score were retained; and for BLAST
scores lower or equal to 200, all hits with a score greater
than 80% of the best score were retained. Then, the pro-
teins with all their best hits in bacteria or archaea were
retained as candidates that had potentially arisen from
HGT. Other criteria for the blastx comparison were
tested (such as W = 3) but we observed no significant dif-
ference in the results after the subsequent filters. Candi-
dates with some of their best hits in stramenopiles in
addition to bacteria were also retained since some HGTs
may be shared between stramenopiles, and genes for
which orthologs were identified in non-stramenopile
species were discarded. The evolutionary origin of the
candidate genes was then investigated using phylogenetic
approaches (Figure S6 in Additional file 1). For each
gene, homologues were retrieved from the protein nr
database using Blastp (default parameters, except for the
max-target-sequences threshold, which was fixed at 500).
The sequences were aligned using Muscle 3.6 [104]
(default parameters). The resulting alignments were
visually inspected and manually refined using the MUST
software [105]. Ambiguously aligned regions were
removed prior to phylogenetic analysis.
Maximum likelihood phylogenetic tree reconstructions
were carried out on the remaining positions using
PhyML [106] with the Le and Gascuel (LG) model [106]
with a gamma correction (four discrete classes, an esti-
mated alpha parameter) to take into account evolution-
ary rate variation among sites. Tree robustness was
estimated by a non-parametric bootstrap approach using
PhyML and the same parameters with 100 replicates of
the original dataset. Bayesian phylogenetic trees were
also reconstructed using MrBayes version 3.1.2 [107].
We used a mixed model of amino acid substitution and
a gamma distribution (four discrete categories plus a
proportion of invariant sites) to take into account site
rate variation. MrBayes was run with four chains for
1 million generations and trees were sampled every 100
generations. To construct the consensus tree, the first
1,500 trees were discarded as ‘burn-in’. The candidates
with clear eukaryotic origin were then discarded. This
process provided 133 candidate genes (Table S3 in
Additional file 2). These candidates contain a high pro-
portion of monoexonic genes (39%) compared to the
average number of monoexonic genes in Blastocystis sp.
(approximately 15%).
Protein domain analysis
InterProScan [108] was run against all C. merolae,
P. sojae, T. pseudonana and Blastocystis sp. proteins.
Matches that fulfilled the following criteria were retained:
match tagged as ‘true positive’ by InterProScan (status =
T); match with an e-value ≤10-1. A total of 2,305 InterPro
domains (with IPR number) were found in Blastocystis
sp., which corresponds to 4,096 proteins.
Functional annotation
Enzyme annotation
Enzyme detection in predicted Blastocystis sp. proteins
was performed with PRIAM [109], using the PRIAM
July 2006 Enzyme release. A total of 428 different EC
numbers, corresponding to enzyme domains, are asso-
ciated with 1,140 Blastocystis sp. proteins. Therefore,
about 19% of Blastocystis sp. proteins contain at least
one enzymatic domain.
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Association of metabolic pathways with enzymes and
Blastocystis sp
Potential metabolic pathways were deduced from EC
numbers using the KEGG pathway database [110]. Links
between EC numbers and metabolic pathways were
obtained from the KEGG website. Using this file and
the PRIAM results, 906 (of the 1,140) Blastocystis sp.
proteins were assigned to 201 pathways.
Identification of putative proteins imported within the MLOs
The whole proteome was scanned by two algorithms
aimed at predicting proteins imported to mitochodria;
MitoProt [111], which predicts mitochondrial-targeting
sequences, and MitoPred [112], which predicts nuclear-
encoded mitochondrial proteins based on Pfam domains
(animal/yeast database). After manual processing and
using a script, only protein sequences with a score above
0.5 and 85% for MitoProt and MitoPred, respectively,
were selected. This output file was then used in a KEGG
Automatic Annotation Server (KAAS) with the bi-direc-
tional best hit method [113] in order to automatically
generate KEGG pathways. Because protein domain anno-
tations did not always provide sufficient information
(PRIAM July 2006 Enzyme release), a BLAST comparison
against the non-redundant database was conducted.
Secretome prediction using SignalP 3.0 and pSORTII
Prediction of secreted proteins is based on the analysis of
amino-terminal secretory signal sequences (SignalP 3.0)
followed by the selection of proteins predicted as extra-
cellular by pSORTII. Each of the proteins was individu-
ally submitted to SignalP 3.0 for analysis with the
following parameters: organism set to eukaryotes, output
short format and protein sequence truncation after the
first 50 amino acids. Results of SignalP 3.0 were exported
to a temporary file, and identification of signal peptides
was accomplished by parsing the results of the hidden
Markov model analysis conducted by SignalP 3.0. Pro-
teins with secretory signals were retained and analyzed
on the basis of possible function in host-parasite interac-
tions. These last ones were also analyzed using PSORT II
[114], and those having a best hit as ‘extracellular’ were
selected. The SignalP threshold value for secretory signal
peptide prediction was set at 0.5 as determined for pre-
vious analyses [115] and the best hit was chosen for the
PSORTII analysis. The predicted secretory proteins were
then annotated as functional protein families.
Additional material
Additional file 1: Genome organization of Blastocystis sp. (introns,
numbers of counterparts per gene, genome structure, and so on)
and phylogenetic trees illustrating horizontal gene transfer events
from prokaryotic donors to Blastocystis sp. and candidate genes for
endosymbiotic gene transfers of chloroplastic origin.
Additional file 2: Sequencing overview and assembly metric data,
and the identification of horizontal gene transfer, secretory protein
and antioxidant protein candidates.
Additional file 3: Proteins putatively imported in the mitochondria-
like organelle.
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II. Article 2 – Séquence complète du génome circulaire du 
MLO de Blastocystis sp. ST7 
Durant l’étape d’assemblage du génome, nous nous sommes aperçus que deux 
contigs, présentant un A/T % beaucoup plus important que celui rencontré dans le reste du 
génome (80% versus 49%), étaient capables de former une molécule d’ADN circulaire, d’une 
taille de 29,27 kpb. L’annotation de cette molécule d’ADN a révélé que celle-ci codait pour 
des gènes typiquement mitochondriaux, impliqués dans la machinerie de traduction, et 
certaines sous-unités du complexe I de la chaine respiratoire. Néanmoins, à la différence des 
génomes mitochondriaux d’autres straménopiles comme Phytophthora sp., ce génome 
circulaire que nous qualifions de génome mitochondrial, ne possède aucun gène codant 
pour les complexes III (Cob), IV (Cox1, Cox2, Cox3) et pour l’ATP synthase (Atp1, Atp6, Atp8, 
Atp9). Il est intéressant de noter que cette caractéristique est également retrouvée dans le 
génome des hydrogénosomes du cilié anaérobie Nyctotherus ovalis (de Graaf et al., 2011). 
Il apparait donc que les MLOs de Blastocystis sp. présentent non seulement une 
morphologie mitochondriale (organites à double membrane présentant des crêtes), mais 
renferment également un génome typiquement mitochondrial, dont la localisation a été 
confirmée par hybridation in situ en microscopie électronique à transmission. L’ensemble de 
ces résultats, couplé à la localisation d’enzymes caractéristiques des hydrogénosomes telles 
que la Pyruvate:Ferrédoxine Oxydoréductase (PFOR) ou l’hydrogénase à fer au sein de la 
matrice de ces organites, rendent compte du caractère intermédiaire des MLOs, dont le 
métabolisme s’est adapté aux conditions d’anoxie de l’environnement intestinal. 
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Abstract
Blastocystis hominis is an anaerobic parasite of the human intestinal tract belonging to the Stramenopile group. Using genome
sequencing project data, we describe here the complete sequence of a 29,270-bp circular DNA molecule that presents mitochondrial fea-
tures (such as oxidative phosphorylation complex I subunits) but lacks complexes III, IV and V. Transmission electron microscopy anal-
yses reveal that this molecule, as well as mitochondrial (NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit 7 (NAD7), b-succinyl-CoA
synthetase (b-SCS)) and hydrogenosomal (pyruvate ferredoxin oxido-reductase (PFOR), iron-hydrogenase) proteins, are located within
double-membrane surrounded-compartments known as mitochondria-like organelles (MLOs). As there is no evidence for hydrogen pro-
duction by this organism, we suggest that MLOs are more likely anaerobic mitochondria.
 2008 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
Keywords: Blastocystis hominis; MLOs; Circular DNA molecule; Iron-hydrogenase
Stramenopiles (Patterson, 1999) constitute a highly
diverse group that includes free photosynthetic organisms
such as diatoms, as well as non-photosynthetic taxa such
as plant (Phytophthora spp.) and animal (Blastocystis
spp.) parasites. They can live either in aerobic or in anaer-
obic conditions depending on their habitat (parasitic, fresh-
water, marine or terrestrial). Blastocystis hominis is a
common anaerobic protozoan parasite found in the intesti-
nal tract of humans and animals, that has recently been
suggested to be involved in Irritable Bowel Syndrome
(Stark et al., 2007). It harbours double-membrane sur-
rounded-organelles of about 1 lm, named ‘‘mitochon-
dria-like organelles” (MLOs) (Nasirudeen and Tan,
2004), but their role and nature remain unclear. Most of
the microorganisms that live in diﬀerent microaerophilic
or anaerobic environments (e.g. protists, fungi and para-
sitic helminths), lack classical mitochondria but possess
mitochondria-related organelles known as anaerobic mito-
chondria, hydrogenosomes or mitosomes. The two former
are still able to produce energy, however mitosomes have
lost this property but retain the iron–sulfur cluster assem-
bly machinery (Hackstein et al., 2006). Although the origin
of these organelles is controversial, most evidence supports
evolution from mitochondria (Embley and Martin, 2006).
A recent analysis of a Blastocystis expressed sequence tag
(EST) database notably blurs the distinction between mito-
chondria and hydrogenosomes (Stechmann et al., 2008).
Our present study reports the ﬁrst data from the whole
genome sequencing project of B. hominis that is currently
running at the Genoscope (Evry, France). The sequenced
isolate belonged to the subtype 7 according to Blastocystis
nomenclature standardization (Stensvold et al., 2007). It
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was obtained from a sample stool of a Singapore patient
and maintained axenically and anaerobically as previously
described (Ho et al., 1993). Total DNA was extracted from
parasites that were included (1.107 cells/mL) in low melting
point Agar block plugs (Seaplaque, Tebu-Bio) and treated
by proteinase K (1 mg/mL, 48 h). Cloning was realised in
pcDNA2.1, pCNS and pBBC plasmid vectors, and shotgun
sequencing was performed using ABI3730xl analysers and
BigDye V3.1 chemistry (Applied Biosystems). The reads
were assembled with Arachne algorithm (Broad Institute).
During the assembly step, two contigs clustered together
forming a 29,270-bp circular DNA (Fig. 1). Artemis soft-
ware (Sanger Institute, http://www.sanger.ac.uk/Soft-
ware/Artemis/) and the BLAST network service (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) were, respectively, used
to draw the DNA molecule open reading frames (ORFs)
and to search for sequence similarities between those and
the National Center for Biotechnology Information gene
database (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
The B. hominis circular-assembled DNA presented mito-
chondrial characteristics (Barbera` et al., 2007). Its overall
A + T content was 79.96%, despite a lower A + T content
observed in the lsrRNA gene (48.72%). Gene density was
high with 94.78% of the entire sequence corresponding to
coding DNA. Intergenic regions ranged from 1 to 397
nucleotides, with an average length of 42 nucleotides, and
only four exceeding 100 nucleotides. Genome compactness
was also seen with six gene overlaps. The B. hominis circu-
lar genome encompassed 45 genes: 16 tRNA and two
rRNA genes, 26 ORFs with an assigned function, and
one ORF with no detectable similarity in GenBank. Ten
subunits of NADH:ubiquinone oxidoreductase (oxidative
phosphorylation complex I) and most ribosomal proteins
were easily identiﬁed. The conserved domain characterising
some ribosomal proteins (RPS 3, 14, 19 and RPL 6, 14)
was incomplete in the B. hominis counterparts. While the
B. hominis RPS4 protein was longer than the other known
RPS4 proteins and retained the family conserved domain,
Fig. 1. Blastocystis hominis 29,270-bp circular DNA molecule (GenBank Accession No. CU914152) is of mitochondrial origin. Genes are represented by
ﬁlled rectangles. Clockwise- and anti-clockwise-transcribed genes are located on the outermost and innermost circles, respectively. tRNA genes are
indicated by the amino acid they carry. Blastocystis hominis circular DNA has a number of genes with signiﬁcant similarity to mitochondrial genes. These
correspond to 10 subunits of the NADH:ubiquinone oxidoreductase (nad), to ﬁve large (rpl) and 11 small (rps) ribosomal proteins, as well as ssrRNA and
lsrRNAs. Finally, one open reading frame (Orf118) shares no sequence homology. When compared with Phytophtora spp. mitochondrial DNAs, which
range from 37,957 for Phytophtora. infestans (GenBank Accession No. U17009) to 42,977 bp for Phytophtora sojae (GenBank Accession No. DQ832717),
the B. hominis circular DNAmolecule has lost genes coding for components of oxidative phosphorylation complexes III (cob), IV (cox1, cox2, cox3) and V
(atp1, atp6, atp8, atp9), and for the SecY independant transporter. Stechmann et al. (2008) have characterised a 6-kbp sequence from Blastocystis sp.
mitochondria-like organelles (MLOs), which corresponds to the position 2691–8293 on our sequence, thus from the tRNA asparagine gene to the last third
of the lsrDNA one.
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the RPS 2, 7 and RPL 5 proteins exhibited very low iden-
tities with orthologs. Nevertheless, the overall ribosomal
gene organisation was conserved between B. hominis circu-
lar DNA and mtDNA from other sequenced Strameno-
piles, such as Phytophthora spp. (Martin et al., 2007).
The complete circular-assembled DNA of B. hominis cov-
ered the 6000-bp fragment obtained by Stechmann et
al. (2008) with a strictly conserved gene order. However,
within this common region, the identity was around 87%
because the DNA originated from two diﬀerent isolates
of Blastocystis.
It was previously suggested that B. hominis MLOs con-
tained DNA (Nasirudeen and Tan, 2004). We conﬁrmed
this by immunoelectron microscopy with an anti-DNA
antibody (Fig. 2B and C). The staining was observed not
only in the nucleus but also in the MLOs matrix showing
that these double-membrane surrounded-organelles con-
tained DNA. The nucleus was more intensely labelled, sug-
gesting DNA concentration discrepancies between both
compartments. To demonstrate that the mlo DNA corre-
sponded to the 29,270-bp molecule, electron microscopy
in situ hybridization (EM-ISH) assays were carried out on
parasites using a speciﬁc oligonucleotidic probe targeting
the ssrRNA. As shown in Fig. 2D, this probe speciﬁcally
labelled the MLOs, demonstrating their transcription
machinery activity.
As the presence of a circular genome in double-membrane
surrounded-organelles is amitochondrial feature,B. hominis
genome data were scanned for typical mitochondrial genes,
i.e. genes coding for proteins involved in oxidative phos-
phorylation. We thus identiﬁed genes encoding 14 subunits
of complex I, 10 on the circular mloDNA and four on the
nuclear genome. These 14 subunits are considered to be the
minimal set required for the bacterial complex I functional-
ity, as exempliﬁed by the Escherichia coli NDH-1 complex.
Three functional modules can be distinguished in this com-
plex (Vogel et al., 2007): (i) a dehydrogenase module respon-
sible for the oxidationofNADH, (ii) anhydrogenasemodule
guiding the released electrons, and (iii) a proton transloca-
tion or transporter module. Moreover, the four subunits of
the succinate dehydrogenase complex (complex II) were also
found in theB. hominis nuclear genome. In contrast, none of
the genes coding the ubiquinol:cytochrome c oxidase com-
plex (complex III), the cytochrome c oxidase complex (com-
plex IV), or the ATP synthase (complex V) were identiﬁed.
Blastocystis hominis genome data also contained sequences
encoding an iron-hydrogenase and a pyruvate ferredoxin
oxido-reductase (PFOR) both of these being enzymes typi-
cally recovered in hydrogenosomes. Finally, we also identi-
ﬁed a and b subunits of succinyl-CoA synthetase (SCS),
involved in energy production both in hydrogenosomes
and mitochondria.
Fig. 2. The 29,270-bp circular DNA molecule is located within B. hominis mitochondria-like organelles (MLOs). (A) Electron micrograph of the in vitro
cultivated vacuolar form of B. hominis. (B–C) Immunostaining of the vacuolar form using anti-DNA antibodies. Both the nucleus (n) and the MLOs (m)
are labelled by the antibodies (arrowheads). C corresponds to a higher magniﬁcation of the MLO seen in (B). (D) Electron microscopic in situ
hybridization (EM-ISH) with a biotinylated-probe designed from the ssrRNA sequence of the circular DNA molecule. Anti-biotin antibodies speciﬁcally
label the MLO (arrowheads) conﬁrming that the circular DNA is located within these organelles. Note the presence of cristae-like structures in the matrix
of some MLOs (arrows). v, vacuole. Bars, 1 lm for A and 400 nm for B–D. Associated methods: For transmission electron microscopy (TEM), in vitro
cultivated B. hominis cells were embedded in Epikote resin (Agar Scientiﬁc, A) or in Unicryl resin (British BioCell International, B–D) following the
procedure used by Mazet et al. (2008). In B and C, ultrathin sections were incubated for 3 h with an anti-DNA antibody (Santa Cruz Biotechnology,
dilution 1:10) and for 1 h with a 1:100 dilution of goat anti-mouse IgG conjugated with 10 nm colloidal gold particles (Sigma). The ssrRNA probe (50-
CCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGG-30) was synthesised by solid-phase phosphoramidite chemistry and labelled by tailing 30 ends with biotin
(Eurogentec). The ultrathin section in D was incubated with this probe (1 lM) for 3 h at 37 C. Staining was done using goat anti-biotin antibodies (1:50,
Sigma) and anti-goat secondary antibodies (1:50, Sigma) conjugated with 5 nm colloidal gold particles as described by Taupin et al. (2006). After staining,
ultrathin sections were examined under a JEOL 1200 transmission electron microscope.
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For immunoﬂuorescence and immunoelectron micros-
copy assays, polyclonal antibodies were raised against four
proteins: PFOR, iron-hydrogenase, the SCS b subunit (b-
SCS) and the NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit
7 (NAD7, its gene being harboured by the circular
DNA). In immunoﬂuorescence assays, a punctuate staining
was observed on whole cells with each polyclonal serum,
suggesting that the four studied proteins were compart-
mentalised within the B. hominis cells (data not shown) as
demonstrated for iron-hydrogenase by Stechmann et al.
(2008). Immunoelectron microscopy demonstrated that
these four proteins were precisely located in the MLO
matrix (Fig. 3A). We observed two morphological types
of MLOs, one with cristae as described previously (Zierdt
et al., 1988) and one without. Both types could co-exist
in a given parasite and were stained by our antibodies
and the oligonucleotidic probe (Figs. 2 and 3, and data
not shown).
We developed a protocol for the puriﬁcation of B. hom-
inisMLOs based on the procedures of Drmota et al. (1996)
and Nasirudeen and Tan (2004). Brieﬂy, 7  108 parasites
were resuspended in isotonic medium (0.25 M sucrose,
10 mM potassium phosphate, 1 mM EDTA, pH 7.5) and
disrupted in a Potter-Elvehjem tissue homogeniser. After
lysate centrifugation, the MLO-rich fraction was resus-
pended in the isotonic medium and then mixed with an
equal volume of 90% Percoll (GE Healthcare Bio-Sciences)
in DHE buﬀer (2 mM dithiothreitol, 30 mM HEPES,
1 mM EDTA, pH 7.5). The puriﬁed MLOs were then col-
lected by centrifugation at 80,000g for 2 h 30 min and
resuspended in DHE buﬀer. Western blot analyses were
performed on proteins extracted from the puriﬁed MLO
Fig. 3. Blastocystis hominis mitochondria-like organelles (MLOs) contain both hydrogenosomal and typical mitochondrial proteins. (A) Transmission
electron microscopy (TEM) immunogold labelling of B. hominis sections using antibodies produced against pyruvate ferredoxin oxido-reductase (PFOR)
(1), iron-hydrogenase (2), NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit 7 (NAD7) (3) and b-succinyl-CoA synthetase b-SCS) (4). A similar immunostaining
pattern of the MLO matrix is observed with the four mouse antisera. (B) Electron micrograph of the puriﬁed MLOs with a better visualization of the two
closely adjacent membranes (arrows). Bars, 400 nm. (C) Immunodetection of PFOR (1), iron-hydrogenase (2), NAD7 (3) and b-SCS (4) in a protein
extract from a puriﬁed-MLO fraction. Associated methods: partial sequences of genes coding PFOR, iron-hydrogenase, NAD7 and b-SCS were PCR-
ampliﬁed and cloned into the bacterial expression vector pET-23b (Novagen). Expression of the His-tagged recombinant proteins (PFOR amino acids 1–
1223, iron-hydrogenase amino acids 157–759, NAD7 amino acids 15–230 and b-SCS amino acids 255–425) was analysed in Escherichia coli BL21 Star
strain after isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) induction. Mice were injected i.p. with each puriﬁed recombinant protein homogenised with
FCA (Sigma), and identical injections were given on days 14 and 21 with Freund incomplete adjuvant (Sigma). Sera were collected 1 week after the last
injection. For immunogold staining (A), mouse antisera were used at a 1:50 dilution. Proteins from the puriﬁed MLOs, solubilised by Laemmli buﬀer
15 min at 100 C, were subjected to SDS–PAGE and transferred onto polyvinylidene ﬂuoride (PVDF) membranes (Immobilon-P; Millipore) for Western
blot analysis (B). The membranes were incubated with sera (1:300 dilution) and with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG, A, M
(1:10,000, Sigma). Bound antibodies were revealed using NBT-BCIP (Promega).
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fraction (Fig. 3B). Sera against b-SCS, NAD7, iron-
hydrogenase and PFOR each reacted with a single band
at 43, 44, 75, and 120 kDa, respectively (Fig. 3C). This
was consistent with the predicted molecular sizes, and val-
idated the functionality of B. hominis MLO translational
machinery.
Our data indicate that B. hominis MLOs are beyond
doubt mitochondria even though they lack the cyto-
chromes and cytochrome oxidase (Zierdt, 1986). Genes
coding ssrRNAs and lsrRNAs, tRNAs, and electron trans-
port chain (ETC) complex I subunits are clearly typically
mitochondrial, as strengthened by previous phylogenetic
analyses showing their clustering with mitochondrial clades
linked to a-proteobacteria (Stechmann et al., 2008). Thus,
the two Stramenopiles B. hominis and Phytophthora spp.
should share a common ancestor, and their organelles
should probably originate from an endosymbiotic a-prote-
obacteria. Losses of both the ETC components and the
ability to produce energy by oxidative phosphorylation
are probably due to an adaptive evolution to anaerobic
or microaerophilic environments. B. hominis organelles
have the mitochondrial ETC complexes I and II and these
may produce the proton gradient previously shown by bio-
chemical studies (Nasirudeen and Tan, 2004; Stechmann
et al., 2008). In parasitic helminth anaerobic mitochondria,
malate is reduced to succinate by two reactions, one func-
tioning in the reverse direction of the tricarboxylic acid
(TCA) cycle. These steps are essential for the redox balance
providing cofactor regeneration. In this case fumarate is
the terminal electron acceptor of the ETC allowing ATP-
formation (Tielens et al., 2002). This could be the same
for B. hominis, according to preliminary nuclear magnetic
resonance (NMR) studies that argue for succinate as the
main produced metabolite (data not shown).
Strikingly, we found speciﬁc hydrogenosomal enzymes
in the MLOs (PFOR and iron-hydrogenase). According
to genome data, B. hominis possesses only one hydrogenase
and this is rather unusual as it is fused with a ﬂavodoxin
domain. A similar hydrogenase was recently described in
the Trichomonas vaginalis genome draft (Carlton et al.,
2007). Nonetheless we could not obtain evidence for hydro-
gen production nor could we detect any D2/H+ exchange
(signature of hydrogenase catalytic site, Jouanneau et al.,
1980) in our B. hominis culture conditions (data not
shown), calling into question the role of this enzyme. We
thus incline towards the hypothesis that the MLOs are
anaerobic mitochondria. Our data thus reinforce the the-
ory of a-proteobacteria endosymbiosis for double-mem-
brane surrounded-organelles in B. hominis. The
discussion on MLO metabolism and phylogenetic issues
will be addressed more in detail in a future paper on the
complete nuclear genome.
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III. Article 3 – Les organites apparentés aux mitochondries 
(MLOS) de Blastocystis sp. présentent des caractéristiques 
fonctionnelles similaires aux mitochondries 2 
La présence au sein d’un organisme anaérobie tel que Blastocystis sp. d’organites 
morphologiquement similaires aux mitochondries, possédant un génome mitochondrial, et 
des enzymes typiquement hydrogénosomales, indique que de tels organites sont 
vraisemblablement des intermédiaires entre les mitochondries anaérobies et les 
hydrogénosomes. 
Les données génomiques apportées par l’analyse de banques d’EST (Stechmann et 
al., 2008), et par notre reconstruction du métabolisme des MLOs à l’aide des données 
d’annotation, montrent effectivement que ces organites possèdent de nombreux 
métabolismes typiquement mitochondriaux, comme l’assemblage des protéines à centres 
Fe/S, la β-oxydation et la biosynthèse de type II des acides gras, le système de défense 
contre le stress antioxydant, ou encore le métabolisme de certains acides aminés comme 
l’alanine ou la valine. 
Les MLOs possèdent néanmoins un cycle de Krebs et une chaine respiratoire 
incomplets, dont les enzymes peuvent entrer dans le phénomène de respiration du 
fumarate, rencontré chez les mitochondries anaérobies de certains helminthes parasites 
(Tielens et al., 2002). Malgré l’existence d’une chaine respiratoire tronquée (composée 
uniquement des complexes I et II), les MLOs présentent un potentiel transmembranaire, 
repérable par le marquage fluorescent de certaines molécules spécifiques comme la 
rhodamine 123 (Nasirudeen and Tan, 2004). 
Nous avons ainsi pu montrer in vivo, par l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des 
complexes I et II, que ce potentiel transmembranaire était dépendant de l’activité de ces 
deux complexes, démontrant le rôle majeur de cette chaine respiratoire particulière dans la 
génération du gradient protonique électrochimique. 
                                                     
2 Les travaux présentés ici feront prochainement l’objet de la soumission d’une publication 
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La description d’organites aussi singuliers que ceux de Blastocystis sp. fournit un 
exemple frappant de l’évolution et de l’adaptation des hydrogénosomes et des MLOs à leurs 
environnements, à partir de leur ancêtre mitochondrial. 
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A soumettre 
Résumé 
Blastocystis sp. est un straménopile parasite fréquemment rencontré dans le tractus 
intestinal de l’homme et de divers animaux. Bien qu’évoluant en anaérobiose, ce 
microorganisme possède des organites morphologiquement similaires aux mitochondries, 
appelés mitochondrion-like organelles (MLOs). Nous avions précédemment localisé au sein 
de ces organites un génome circulaire de type mitochondrial, ainsi que des protéines 
mitochondriales (sous-unité 7 du complexe I, β-succinyl-CoA synthétase (β-SCS)) et 
hydrogénosomales (pyruvate:ferrédoxine oxydoréductase (PFOR), hydrogénase à fer). 
Des analyses in silico, réalisées grâce aux données d’annotation apportées par le 
séquençage du génome de Blastocystis sp. ST7, nous ont permis d’identifier 365 protéines 
potentiellement importées aux MLOs, dont 299 comportent un signal d’import N-terminal 
caractéristiques des protéines mitochondriales. L’établissement d’un modèle prédictif des 
voies métaboliques associées aux MLOs montre que ces organites sont impliqués dans de 
nombreux métabolismes caractéristiques des mitochondries (assemblage des centres Fe/S, 
β-oxydation, synthèse de type II des acides gras), mais aussi des hydrogénosomes. Les MLOs 
présentent également un métabolisme énergétique similaire aux mitochondries anaérobies. 
Ils comportent en effet une chaine de transporteurs d’électrons, composée uniquement des 
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complexes I et II, fonctionnant vraisemblablement comme un système NADH-fumarate 
réductase. 
Les MLOs de Blastocystis sp., tout comme l’hydrogénosome du cilié Nyctotherus 
ovalis, présentent donc des caractéristiques métaboliques communes aux mitochondries 
anaérobies et aux hydrogénosomes, révélant l’existence d’un continuum évolutif des 
fonctions métaboliques présentes chez les mitochondries et les organites apparentés, 
conduisant à une adaptation accrue des organismes à leur environnement.   
Introduction 
Les protistes sont des eucaryotes unicellulaires qui, par définition, comportent des 
compartiments cellulaires tels que le noyau, l’appareil de golgi, ou des organites à double 
membrane comme les mitochondries. Chacun de ces compartiments est défini par un 
métabolisme caractéristique, impliquant un pool de protéines et d’enzymes spécifiques. Par 
exemple, la principale fonction cellulaire de la mitochondrie aérobie est la production d’ATP 
de la cellule, réalisée grâce au cycle de Krebs et à une chaine de transporteurs d’électrons 
(ou chaine de phosphorylation oxydative). Cet organite a également un rôle clef dans le 
phénomène d’apoptose, la ?-oxydation et la synthèse des acides gras, l’assemblage des 
protéines à centre Fer-Soufre (Fe/S) et hémiques, la synthèse des hormones stéroïdes, ou 
encore l’homéostasie du calcium de la cellule (van der Giezen and Tovar, 2005). Cette intime 
coopération existant entre la mitochondrie et la cellule eucaryote est le résultat d’une 
longue évolution, impliquant le transfert de nombreux gènes de l’endosymbionte ancestral 
vers le génome nucléaire de la cellule hôte (Timmis et al., 2004), de la perte de gènes 
redondants, de l’acquisition de gènes bénéfiques par transferts horizontaux (Adams and 
Palmer, 2003).
L’incroyable diversité physico-chimique dont font preuve les différentes niches 
écologiques conditionne ces événements évolutifs, et conduit à une adaptation optimale des 
organismes. Celle-ci est particulièrement visible pour les microorganismes colonisant des 
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environnements anaérobies, comme les sédiments marins et d’eau douce, ou le tractus 
intestinal. Ces microorganismes ne possèdent donc pas de mitochondries aérobies 
classiques – incapables de fonctionner en absence d’oxygène – mais des organites aux 
propriétés métaboliques différentes, autorisant la production d’ATP en conditions d’anoxie. 
Les mitochondries présentes chez certains eucaryotes anaérobies facultatifs, appelées 
mitochondries anaérobies, présentent en effet une chaine de phosphorylation oxydative 
distincte de celle des mitochondries aérobies, et utilisent non pas le dioxygène, mais le 
fumarate ou le nitrate comme accepteur final d’électrons (Tielens et al., 2002). Ce type de 
mitochondries est retrouvé chez des organismes unicellulaires, comme le flagellé Euglena sp. 
(Hoffmeister et al., 2004), mais également chez certains helminthes parasites, tels que 
Fasciola sp. ou Ascaris sp. (Tielens and Van Hellemond, 1998; Tielens et al., 2002). 
Cependant, de nombreux protozoaires vivant dans des conditions pauvres en 
oxygène ne contiennent pas de mitochondries anaérobies, mais des organites apparentés 
aux mitochondries, nommés hydrogénosomes. Les hydrogénosomes ont été découverts 
dans les années 1970 chez Tritrichomonas fœtus, flagellé parasite des bovins et des félins 
(Cerkasovova et al., 1973; Lindmark and Muller, 1973) et chez le parasite humain 
Trichomonas vaginalis (Lindmark et al., 1975). Ces organites ont ensuite été décrits chez 
plusieurs ciliés anaérobies comme Nyctotherus ovalis (Berger and Lynn, 1992; Boxma et al., 
2005; Paul et al., 1990) et chez certains champignons anaérobies tels que le chytride 
Neocallimastix sp. (Yarlett et al., 1986). Il est intéressant de noter que ces différents 
organismes ont une distribution phylogénétique relativement éloignée, seules leurs 
conditions environnementales de survie, liées à l’absence d’oxygène, sont similaires. 
Les hydrogénosomes sont des organites dépourvus de génome, producteurs 
d’hydrogène et d’énergie sous forme d’ATP par phosphorylation au niveau du substrat. A la 
différence des mitochondries, ils ne comportent ni chaine de transporteurs d’électrons ni 
cycle de Krebs. Cependant, de nombreux marqueurs protéiques mitochondriaux ont été 
retrouvés au sein de ces organites, comme les protéines chaperonnes Hsp60 et Hsp70 (Bui et 
al., 1996), des protéines intervenant dans le système d’import mitochondrial (Dyall et al., 
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2000) et l’assemblage des protéines à centres Fe/S, ou encore certaines sous-unités du 
complexe I de la chaine respiratoire (Hrdy et al., 2004; Sutak et al., 2004). Les 
hydrogénosomes sont tout de même caractérisés par deux enzymes clefs, absentes des 
mitochondries : la Pyruvate:Ferrédoxine Oxydoréductase (PFOR), qui catalyse la 
décarboxylation du pyruvate (effectuée par le complexe pyruvate déshydrogénase (PDH) 
dans les mitochondries),  et une hydrogénase à fer ([Fe]-hydrogénase), responsable de la 
production d’hydrogène (Muller, 1993). Toutefois, de récentes études révèlent que les 
hydrogénosomes, initialement définis comme des organites anaérobies à double membrane 
dépourvus de génome et producteurs d’hydrogène, présentent vraisemblablement des 
capacités métaboliques beaucoup plus vastes (Barbera et al., 2010; Shiflett and Johnson, 
2010). 
Ainsi, l’hydrogénosome du cilié anaérobie Nyctotherus ovalis, organisme vivant dans 
le tractus intestinal des cafards, présente une morphologie similaire aux mitochondries 
(présence de crêtes), comporte un génome (Boxma et al., 2005), et renferme un 
métabolisme intermédiaire entre les mitochondries et les hydrogénosomes. Les auteurs des 
derniers travaux menés sur le métabolisme de cet organite particulier n’utilisent d’ailleurs 
plus le terme « hydrogénosome », mais le qualifient de « mitochondrie productrice 
d’hydrogène » (de Graaf et al., 2011). Cet organite possède en effet une hydrogénase à fer, 
et des composants typiquement mitochondriaux comme le complexe PDH, un cycle de Krebs 
incomplet, une chaine de transporteurs d’électrons particulière (composée uniquement des 
complexes I et II), ainsi que de nombreuses protéines impliquées dans le métabolisme de 
certains acides aminés, l’assemblage des centres Fe/S, le système de clivage de la glycine, le 
système d’import des protéines, ou la défense contre le stress oxydant. Il est également 
intéressant de noter que le produit final majoritaire de ce métabolisme est le succinate, une 
caractéristique des mitochondries anaérobies. La plupart de ces protéines comportent à leur 
extrémité N-terminale une séquence signale homologue à celle impliquée dans l’import des 
protéines mitochondriales, suggérant que la mitochondrie productrice d’hydrogène de N. 
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ovalis utilise un système d’import des protéines similaire à celui des mitochondries (Boxma 
et al., 2005; de Graaf et al., 2011; Hackstein et al., 2006). 
Le cas de l’organite de N. ovalis n’est pas un cas isolé. En effet, l’existence de tels 
organites a récemment été décrite chez le flagellé anaérobie Trimastix pyriformis (Hampl et 
al., 2008), et les amibes Mastigamoeba balamuthi (Gill et al., 2007), et Sawyeria 
marylandensis (Barbera et al., 2010), qui comportent également des enzymes typiquement 
hydrogénosomales et mitochondriales. Les organites à double membrane de Blastocystis sp., 
connus sous le nom de Mitochondrion-Like Organelles (MLOs) présentent une situation 
comparable. Les MLOs de ce straménopile anaérobie présentent une morphologie proche 
des mitochondries. De manière similaire à la mitochondrie modifiée de N. ovalis, les MLOs 
de Blastocystis sp. possèdent également un génome de type mitochondrial. Le séquençage 
de ce génome, réalisé pour les sous-types 1 (ST1), 4 (ST4) et 7 (ST7), révèle une taille 
comprise entre 27,7 et 29,3 kpb (Perez-Brocal and Clark, 2008; Wawrzyniak et al., 2008). De 
forme circulaire, cette molécule d’ADN code pour une partie de la machinerie de traduction 
et certaines sous-unités du complexe I. Par contre, à la différence des génomes 
mitochondriaux d’autres straménopiles, elle ne comporte aucun gène codant pour les 
complexes III, IV et pour l’ATP synthase. 
Les données apportées par l’analyse d’une banque d’EST ont mis en évidence 110 
protéines potentiellement importées aux MLOs, et montrent que l’organite de Blastocystis 
sp. comporte un métabolisme très similaire aux mitochondries (Stechmann et al., 2008). 
Celui-ci semble en effet comporter une chaine de transporteurs d’électrons composée des 
complexes I et II, un cycle de Krebs incomplet, et de nombreux métabolismes 
caractéristiques des mitochondries, tels que le métabolisme de certains acides aminés, le 
système de clivage de la glycine, le cycle mitochondrial de l’urée, l’assemblage des centres 
Fe/S, ou le système d’import des protéines. Les MLOs renferment néanmoins des enzymes 
caractéristiques des hydrogénosomes impliquées dans la décarboxylation du pyruvate et la 
production d’ATP : hydrogénase à fer, PFOR, acétate:succinate-CoA transférase (ASCT) et 
succinyl-CoA synthétase (SCS). 
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Nous proposons ici une reconstruction métabolique complète du MLO, réalisée à 
partir des données génomiques fournies par le séquençage et l’annotation du génome de 
Blastocystis sp. ST7 (Denoeud et al., 2011). La prédiction du protéome de ces organites, 
effectuée grâce à la recherche des protéines potentiellement importées aux MLOs, confirme 
leur caractère intermédiaire entre les mitochondries et les hydrogénosomes, révélant un 
continuum évolutif des fonctions biochimiques des mitochondries et organites apparentés. 
Malgré l’existence d’une chaine respiratoire incomplète (composée uniquement des 
complexes I et II), les MLOs présentent un potentiel transmembranaire, repérable par le 
marquage fluorescent de certaines molécules comme JC-1. L’utilisation d’inhibiteurs 
spécifiques de l’activité des complexes I et II mitochondriaux nous a permis de montrer que 
ce potentiel transmembranaire est dépendant de l’activité de ces deux complexes. Ces 
données démontrent le rôle majeur de cette chaine respiratoire particulière dans la 
génération du gradient protonique électrochimique et dans la survie du parasite. 
Matériel et méthodes 
Culture du parasite 
Un isolat de sous-type 7 (ST7) de Blastocystis sp. a été utilisé pour l’ensemble des 
expérimentations. Le parasite a été cultivé en tubes de 15 ml, dans 10 ml de milieu IMDM 
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) supplémenté en sérum de cheval 10% (Gibco), et 
incubé à 37°C en atmosphère anaérobie (AnaeroGen Pack, Oxoid) dans des jarres de 2,5 L 
(Oxoid, United Kingdom). Le changement du milieu de culture est réalisé tous les deux jours. 
Identification des protéines potentiellement importées aux MLOs 
L’ensemble du protéome du parasite (estimé à 6020 protéines) a été criblé à l’aide 
des logiciels MitoProt, algorithme de prédiction des séquences d’import mitochondriales, et 
MITOPRED, programme d’identification de protéines mitochondriales fondé sur la recherche 
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d’homologies avec les domaines protéiques de la base de données Pfam (base de données 
animale/levure). Après l’utilisation d’un script, seules les séquences protéiques comportant 
un score d’au moins 0,5 et 85% pour MitoProt et MITOPRED respectivement ont été prises 
en compte. Ce fichier a ensuite été utilisé dans le logiciel KAAS (KEGG Automatic Annotation 
Server) dans le but de générer de manière automatique les cartes métaboliques KEGG. Les 
données d’annotation du génome n’étant parfois pas suffisantes pour l’identification de la 
nature de certaines enzymes (PRIAM juillet 2006 ENZYME release), des analyses BLAST 
contre la base de données non-redondante (nr) ont également été effectuées. 
Mise en évidence du potentiel transmembranaire des MLOs par le marqueur 
JC-1  
Une culture de 2 jours de Blastocystis sp. ST7 a été utilisée pour l’ensemble des 
expérimentations. Chacune des expérimentations a été réalisée en triplicat. Les parasites 
sont tout d’abord centrifugés à 600 g pendant 10 min, puis lavés deux fois en milieu IMDM. 
Le culot parasitaire est ensuite repris dans du milieu IMDM afin d’obtenir une concentration 
de 1.106 cellules/ml. Les différents inhibiteurs spécifiques des complexes I (roténone, MPP+), 
II (3-NPA, TTFA), et III (antimycine A) mitochondriaux, préalablement dilués dans une 
solution de DMSO, sont ajoutés aux parasites aux concentrations finales suivantes : 
roténone (1 mM), MPP+ (4 mM), 3-NPA (3 mM), TTFA (3 mM). Un témoin DMSO 1% est 
également réalisé afin d’évaluer sa toxicité sur les cellules parasitaires. Les parasites sont 
ensuite incubés à 37°C pendant 10 min, puis la solution de JC-1 (Invitrogen) est ajoutée à 
une concentration finale de 2 μM, selon les recommandations liées à l’utilisation du 
marqueur JC-1. Les parasites sont incubés de nouveau à 37°C pendant 15 min. Les cellules 
parasitaires sont ensuite lavées deux fois en milieu IMDM, une fois en tampon PBS, puis 
observées sous un microscope à épifluorescence (Leica DMIRB). 
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Résultats et discussion 
Stratégie adoptée pour la prédiction des protéines potentiellement importées 
aux MLOs de Blastocystis sp. 
Parmi les 110 protéines prédites par Stechmann et ses collaborateurs, seules 34 
possèdent à leur extrémité N-terminale un signal d’import mitochondrial, mis en évidence 
par l’utilisation de logiciels de prédiction (Stechmann et al., 2008). Ceci peut s’expliquer par 
le fait que les séquences protéiques déduites des banques d’EST sont généralement 
incomplètes dans leur partie N-terminale, ce qui rend donc extrêmement difficile la 
prédiction de protéines potentiellement importées aux mitochondries. Le système d’import 
mitochondrial implique en effet la présence d’une séquence signale à l’extrémité N-
terminale de la protéine, permettant à celle-ci d’être adressée dans l’organite, et qui sera 
ensuite clivée. De nombreux outils de bioanalyses s’appuient sur cette propriété, comme le 
logiciel MitoProt (Claros and Vincens, 1996). Cependant, de récentes études montrent qu’un 
grand nombre de protéines mitochondriales ne possèdent pas de signal d’import à 
l’extrémité N-terminale, mais comportent plusieurs séquences situées dans la région interne 
de la protéine qui joueraient un rôle dans l’adressage à la mitochondrie(Bolender et al., 
2008). L’investigation de protéines potentiellement importées aux mitochondries est donc 
vouée à l’échec par la simple utilisation d’outils de prédiction de signaux d’import N-
terminaux.   
En vue d’établir le protéome in silico des MLOs, nous avons utilisé deux logiciels 
différents de prédiction de protéines mitochondriales : MitoProt et MITOPRED. MitoProt 
(http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/mitoprot.html) est un outil conçu pour la 
recherche de signaux d’import mitochondriaux en N-terminal, et le repérage de la position 
putative du site de clivage de la séquence d’import. Pour cela, cet algorithme considère de 
nombreux paramètres, comme la composition physico-chimique de l’extrémité N-terminale, 
ou la présence de régions hydrophobes (Claros and Vincens, 1996). Ce programme est 
relativement puissant pour la reconnaissance de la séquence du signal d’import 

 Page | 113  
 
mitochondrial et la localisation du site de clivage, mais ne parvient pas à prédire les 
protéines comportant une séquence d’import interne. Pour palier à l’absence de séquence 
signale à l’extrémité N-terminale et s’affranchir de la présence de faux-négatifs, nous avons 
utilisé un second algorithme, MITOPRED (http://bioapps.rit.albany.edu/MITOPRED/), 
spécialisé dans la prédiction de protéines mitochondriales. A la différence de MitoProt, ce 
logiciel ne s’arrête pas à la prédiction de séquences signales situées en N-terminal, mais 
compare également les valeurs de certains paramètres caractéristiques des séquences 
protéiques mitochondriales (grâce à la base de données de domaines protéiques Pfam), 
comme la composition en acides aminés, ou le point isoélectrique. Les concepteurs précisent 
que l’efficacité de prédiction de MITOPRED est supérieure à d’autres programmes tels que 
TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) ou PSORT 
(http://psort.hgc.jp/form.html) (Guda et al., 2004). 
Notre approche, basée sur l’existence d’un signal d’import mitochondrial à 
l’extrémité N-terminale (MitoProt), et la recherche de profils protéiques caractéristiques des 
protéines mitochondriales (MITOPRED), est certainement une bonne méthode pour la 
prédiction des protéines potentiellement importées aux MLOs. Gaston et collaborateurs, en 
évaluant l’efficacité de nombreux programmes de prédiction (Predotar, MITOPRED, CBOrg, 
PSORT, Mitoprot) recommandent en effet la combinaison de programmes comme MitoProt 
et MITOPRED pour la recherche de protéines potentiellement mitochondriales à partir de 
données génomiques (Gaston et al., 2009).  
La plupart des protéines potentiellement importées aux MLOs de Blastocystis 
sp. comportent un signal d’import typiquement mitochondrial 
Notre analyse met en évidence 365 protéines potentiellement localisées au sein des 
MLOs, dont 299 comportent une séquence d’import à l’extrémité N-terminale. Parmi les 66 
protéines pour lesquelles aucune séquence de signal d’import n’a été prédite, 13 sont des 
protéines mitochondriales majoritairement impliquées dans le métabolisme mitochondrial 
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de certains acides aminés. Cette observation peut être expliquée par l’incapacité de 
MitoProt à prédire le site de clivage du signal d’import N-terminal, liée à une divergence de 
séquence dans la partie N-terminale de ces protéines, ou à une localisation du signal 
d’import dans une partie interne de leur séquence protéique. Il est intéressant de noter que 
nous avons pu identifier, parmi les 365 protéines prédites, 72 protéines hypothétiques sans 
fonction connue, dont 31 qui ne comportent aucune homologie avec les bases de données. 
Toutes ces protéines comportent un signal d’import mitochondrial à leur extrémité N-
terminale, ce qui pose la question de l’existence de métabolismes inconnus dans les MLO de 
Basltocystis sp.  
La séquence protéique du signal d’import située à l’extrémité N-terminale des 
protéines mitochondriales comporte des caractéristiques spécifiques mais néanmoins 
conservées. La longueur de la séquence signale reconnue par le système d’import de la 
mitochondrie est généralement de 10 à 80 acides aminés, mais peut parfois atteindre 100 
résidus (Chacinska et al., 2009). Cette séquence est en général riche en acides aminés 
hydrophobes, hydroxylés, et chargés positivement (Hjort et al., 2010), et comporte une 
arginine en position -10, -3, ou -2 par rapport au site de clivage. Ces propriétés sont 
communes aux pré-séquences hydrogénosomales des protéines de Trichomonas vaginalis, 
bien que celles-ci soient plus courtes (4 à 21 acides aminés) (Carlton et al., 2007). Les 
protéines potentiellement adressées aux MLOs de Blastocystis sp. présentent des peptides 
signaux d’une taille comprise entre 10 et 105 résidus, avec une taille moyenne de 35. Ces 
séquences sont également riches en acides aminés hydrophobes, hydroxylés, et chargés 
positivement, et présentent toutes une arginine en position -10, -3, ou -2 en amont du site 
de clivage. Les signaux d’import utilisés par Blastocystis sp. pour l’adressage des protéines 
aux MLOs semblent donc typiquement mitochondriaux.  
La séquence signale des protéines destinées à être importées à la mitochondrie 
forme une structure particulière, en hélice α amphipatique, présentant une surface 
hydrophobe et une surface chargée positivement. Cette conformation est essentielle pour la 
reconnaissance du précurseur protéique par le complexe de translocation de la membrane 
Figure 38. Reconstruction in silico du métabolisme des MLOs de Blastocystis sp.
L’ensemble des protéines figurant sur ce schéma ont été prédites par l’utilisation des algorithmes MitoProt et
MITOPRED. Les protéines comportant un signal d’import mitochondrial prédit sont entourées en noir, les
complexes protéiques pour lesquels seulement certaines sous-unités présentent un signal d’import sont
entourés en pointillés. En violet : (1) décarboxylation du pyruvate en acétyl-CoA par le complexe pyruvate
déshydrogénase (PDH), la pyruvate-ferrédoxine oxydoréductase (PFOR), ou la pyruvate:NADP+
oxydoréductase (PNO), (2) l’acétyl-CoA est converti en acétate par une acétate:succinate-CoA transférase
(ASCT), (3) production d’ATP réalisée par une succinyl-CoA synthétase (SCS). Le pyruvate peut également être
métabolisé en fumarate grâce à aux enzymes pyruvate carboxylase (PyC), malate déshydrogénase (MDH) et
fumarase (FUM). Le fumarate constitue ensuite l’accepteur final d’électrons de la chaine respiratoire du MLO
(système NADH-fumarate réductase), conduisant à une production de succinate. En vert : métabolisme des
acides aminés. En bordeaux : -oxydation et biosynthèse de type II des acides gras. En bleu : métabolisme de
l’assemblage des centres Fer/Soufre. En orange : système mitochondrial d’import des protéines. En rose :
enzymes pouvant jouer un rôle dans la protection de l’organite contre le stress oxydant (superoxyde
dismutase (SOD), glutathion réductase (GR), glutathion peroxydase (GPx)). Le rôle de l’oxydase alternative
(AOX) et du complexe glycérol-3-phosphate déshydrogénase (G3PDH) reste à déterminer. Abréviations : 1,
acétyl-CoA carboxylase; 2, 3-oxoacyl-ACP synthétase; 3, 3-oxoacyl-ACP réductase; 4, 2-énoyl-ACP réductase;
5, méthylmalonyl-CoA mutase; 6, méthylmalonyl-CoA épimerase; 7, propionyl-CoA carboxylase; AAC,
transporteur ADP/ATP ; ACP, acyl carrier protein; ALAT, alanine aminotransférase; BC-AAT, aminotransférase
des acides aminés à chaine ramifiée; C I, complexe I; ECH, énoyl-CoA hydratase; [Fe]-Hyd, hydrogénase à fer;
FRD, fumarate réductase (complexe II); HCDH, 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogenase; HICH, 3-
hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase; HID, 3-hydroxyisobutyrate déshydrogenase; LC-ACS, acyl-CoA synthétase;
OMC, oxoglutarate/malate carrier protein; QH2, quinone réduite (dont la nature reste à déterminer).
 Page | 115  
 
externe (complexe TOM), responsable de l’import de la protéine à travers la membrane 
externe (Moberg et al., 2004). La charge globale positive de la séquence signale, assistée par 
le potentiel transmembranaire de la membrane mitochondriale, est une propriété 
indispensable pour le transit du précurseur protéique à travers la membrane interne, 
réalisée par le complexe de translocation de la membrane interne (complexe TIM) (Shariff et 
al., 2004). La machinerie d’import des protéines utilisée par la mitochondrie est un système 
composé de complexes protéiques extrêmement sophistiqués. Les complexes TOM et TIM 
fonctionnent en effet en étroite collaboration avec le complexe SAM (Sorting and Assembly 
Machinery), responsable de l’insertion des protéines dans la membrane externe, le 
complexe MIA (Mitochondrial Intermembrane space Assembly), dirigeant les protéines vers 
l’espace intermembranaire, et le complexe OXA (insertase/export machinery of the inner 
membrane), chargé d’insérer les protéines importées dans la membrane interne (Chacinska 
et al., 2009; Hjort et al., 2010). Nous avons retrouvé dans le protéome de Blastocystis sp. 15 
protéines impliquées dans ces différents complexes, telles que les protéines chaperonnes 
Hsp70, Cpn60, Hsp78, ces dernières comportant elles aussi un signal d’import mitochondrial 
(Figure 38 ; Chapitre IV Annexe 2). Les deux sous-unités α et β de la peptidase 
mitochondriale (MPP) responsable du clivage de la séquence d’import du précurseur 
protéique lors de son entrée dans la matrice, ont également été identifiées. 
Les MLOs de Blastocystis sp. renferment des protéines caractéristiques des 
hydrogénosomes 
L’ensemble des organismes eucaryotes connus à ce jour comportent des organites à 
double membrane, identifiés comme étant soit des mitochondries, soit des organites 
apparentés aux mitochondries (Embley and Martin, 2006). Ces derniers, rencontrés 
principalement chez des protistes et champignons anaérobies, sont typiquement classés en 
deux catégories : les hydrogénosomes, capables de produire de l’ATP par phosphorylation au 
niveau du substrat, et les mitosomes, qui n’ont pas de rôle dans la production d’énergie. Le 
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métabolisme énergétique anaérobie de ces organismes est caractérisé par deux enzymes 
clefs, la PFOR, qui réalise la décarboxylation du pyruvate et acétyl-CoA, et l’hydrogénase à 
fer, responsable de la production d’hydrogène (Hjort et al., 2010; Shiflett and Johnson, 
2010). Ces enzymes sont localisées soit dans les hydrogénosomes, pour les protistes et 
champignons comportant ce type d’organites (Trichomonas vaginalis, Neocallimastix sp.), 
soit dans le cytoplasme des organismes présentant des mitosomes tels que Giardia sp., et 
Entamoeba sp. 
Nous avons pu identifier ces deux enzymes hydrogénosomales dans les protéines 
potentiellement importées aux MLOs de Blastocystis sp. (Figure 38). Celles-ci comportent en 
effet un signal d’import à la mitochondrie. Ces prédictions sont de plus confirmées par nos 
résultats expérimentaux antérieurs, qui montraient, à l’aide d’anticorps spécifiques, une 
localisation de ces deux protéines dans la matrice des MLOs (Wawrzyniak et al., 2008). 
Toutefois, aucune preuve directe d’une production d’hydrogène n’a pu être mise en 
évidence. Ce résultat n’est peut être pas lié à l’absence d’activité, mais tout simplement à la 
trop faible sensibilité de la méthode utilisée (Lantsman et al., 2008). Une méthode par 
spectrométrie de masse a par exemple été nécessaire pour la mise en évidence de la 
production d’hydrogène cytoplasmique chez Giardia sp., qui est dix fois plus faible que celle 
décelée chez Trichomonas sp. (Hjort et al., 2010). 
Les MLOs de Blastocystis sp. comportent également des éléments du 
métabolisme énergétique des mitochondries 
Nous avions précédemment décrit la présence d’un génome circulaire typiquement 
mitochondrial dans la matrice des MLOs, codant notamment pour la machinerie de 
traduction et pour certaines sous-unités du complexe I mitochondrial (Wawrzyniak et al., 
2008). Grâce aux données recueillies par la prédiction du protéome de ces organites, il 
semble que les MLOs présentent de nombreux éléments caractéristiques du métabolisme 
énergétique des mitochondries. Nos analyses révèlent en effet la présence de l’intégralité 
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des sous-unités E1 (α et β), E2, et E3 du complexe PDH mitochondrial, les sous-unités E1 et 
E2 comportant un signal d’import mitochondrial à leur extrémité N-terminale. Nous avons 
également identifié une Pyruvate:NADP+ oxydoréductase (PNO), qui est une enzyme 
résultant de la fusion entre un domaine PFOR et une cytochrome P450 réductase. Les MLOs 
de Blastocystis sp. peuvent donc théoriquement utiliser trois voies biochimiques différentes 
pour la production d’acétyl-CoA à partir de pyruvate, supportée par la présence du complexe 
PDH, de la PFOR et de la PNO. Euglena sp. et Chlamydomonas sp. sont les seuls eucaryotes 
connus pour contenir ces 3 types d’enzymes. Le complexe PDH est utilisé en conditions 
aérobie, alors que le système PFOR/PNO fonctionne en conditions anaérobies, permettant à 
ces organismes d’adapter leur métabolisme à la quantité d’oxygène présente dans leur 
environnement (Hoffmeister et al., 2004). L’utilisation d’un tel mécanisme d’adaptation par 
Blastocystis sp. semble néanmoins surprenante compte tenu de son caractère anaérobie. 
En plus des 10 sous-unités du complexe I codées par le génome circulaire des MLOs, 
nous avons identifié 10 sous-unités supplémentaires dont les gènes sont portés par le 
génome nucléaire, conduisant à un complexe I mitochondrial composé au total de 20 sous-
unités. A titre de comparaison, le complexe I chez l’homme est composé de 42 sous-unités 
(Taylor et al., 2003). Nous avons de plus mis en évidence les 4 sous-unités du complexe II, 
chacune comportant un signal d’import de type mitochondrial (Chapitre IV Annexe 2). 
Néanmoins, aucun gène codant les sous-unités des complexes III et IV n’a été identifié, 
démontrant l’existence d’une chaine respiratoire tronquée chez Blastocystis sp. Par 
conséquent, il est probable que le potentiel transmembranaire des MLOs, mis en évidence 
par l’utilisation de MitoTracker ou de Rhodamine 123, provienne de la seule activité de 
pompe à protons du complexe I (Nasirudeen and Tan, 2004; Stechmann et al., 2008). Le 
complexe II des mitochondries aérobies présente une activité succinate déshydrogénase 
(SDH), et catalyse la réaction d’oxydation du succinate en fumarate du cycle de Krebs. 
Curieusement, nous n’avons identifié qu’une partie des enzymes du cycle de Krebs, dans 
lequel le succinyl-CoA est métabolisé en oxaloacétate, grâce à l’activité successive des 
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enzymes succinyl-CoA synthétase, succinate déshydrogénase (complex II SDH), fumarate 
hydratase, et malate déshydrogenase (Figure 38). 
Dans le cas de la mitochondrie anaérobie, retrouvée chez certains helminthes 
parasites (Fasciola hepatica, Ascaris suum), ces enzymes effectuent les réactions inverses. 
Dans ce type de métabolisme anaérobie, le complexe II fonctionne dans le sens inverse, et 
présente une activité fumarate réductase (FRD). La chaine de transporteurs d’électrons est 
ainsi très différente de celle rencontrée en aérobiose, et se résume aux complexes I et II. Le 
complexe I fournit ainsi les électrons (provenant de l’oxydation du NADH) au complexe II, qui 
sont nécessaires à la réduction du fumarate en succinate. Le transit des électrons entre les 
deux complexes est réalisé non pas par une ubiquinone (utilisée en aérobiose), mais par une 
rhodoquinone. Cette chaine respiratoire particulière, induisant la production d’un gradient 
électrochimique par l’activité de pompe à protons du complexe I,  est également connue 
sous le nom de système NADH-fumarate réductase (Tielens et al., 2002). Ce système est 
également présent dans l’hydrogénosome de Nyctotherus ovalis, qui utilise le fumarate 
comme accepteur final d’électrons conduisant à la production de succinate. Il est également 
intéressant de noter que les complexes III et IV sont absents de l’organite de N. ovalis 
(Boxma et al., 2005; de Graaf et al., 2011). 
De la même manière, la présence dans les MLOs de Blastocystis sp. d’une chaine 
respiratoire uniquement composée des complexes I et II suggère fortement l’existence d’un 
tel système, le complexe II acceptant les électrons du complexe I pour la réduction du 
fumarate en succinate. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons procédé à l’incubation 
de cellules de Blastocystis sp. en présence d’inhibiteurs spécifiques du complexe I (roténone, 
1-méthyl-4-phénylpyridinium (MPP+)) et du complexe II (acide 3-nitropropionique (3-NPA), 
2-thénoyltrifluoroacétone (TTFA)), dans le but d’observer un éventuel changement du 
potentiel transmembranaire des MLOs. 
Nous avons pour cela utilisé un marqueur dépendant de l’intensité du gradient 
électrochimique membranaire mitochondrial (JC-1, Invitrogen), qui présente une 
Figure 39. Le potentiel transmembranaire des MLOs de Blastocystis sp. est dépendant de
l’activité des complexes I et II. Le JC-1 est un marqueur dépendant de l’intensité du gradient
électrochimique membranaire mitochondrial, qui présente une fluorescence orange en présence d’un
fort potentiel transmembranaire, et une fluorescence verte lorsque celui-ci décline. (A) L’utilisation
d’inhibiteurs du complexe I mitochondrial (roténone, MPP+) conduit à une fluorescence verte,
témoignant d’une diminution du potentiel transmembranaire des MLOs. (B) L’utilisation d’inhibiteurs du
complexe II mitochondrial (NPA, TTFA) entraîne également l’apparition d’une fluorescence verte,
attestant du déclin du potentiel électrochimique membranaire des MLOs. Noter l’absence d’effet de
l’antimycine A (un inhibiteur du complexe III) sur le potentiel transmembranaire de ces organites
(fluorescence orange), confirmant nos données génomiques quant à l’absence du complexe III. La
présence de DMSO 1% (qui est la concentration finale de ce composé lors de l’ajout des inhibiteurs), n’a
aucun effet sur le potentiel transmembranaire des MLOs (fluorescence orange). Echelle : 20 μm.
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fluorescence orange en présence d’un fort potentiel transmembranaire, et une fluorescence 
verte lorsque celui-ci décline. Comme nous le voyons sur la Figure 39A, l’incubation du 
parasite en présence de roténone ou de MPP+ conduit à une annulation du potentiel 
transmembranaire. Il est également intéressant de noter que l’antimycine A (un inhibiteur 
du complexe III), n’a aucun effet sur le potentiel transmembranaire des MLOs, confirmant 
nos données génomiques quant à l’absence du complexe III. Une diminution du potentiel 
transmembranaire est également observée lors de l’utilisation du 3-NPA et du TTFA, deux 
inhibiteurs du complexe II mitochondrial (Figure 39B). Le fonctionnement du complexe II (qui 
ne comporte pas d’activité de pompe à protons) est donc également lié à la création du 
potentiel transmembranaire des MLOs. Ces données expérimentales justifient par 
conséquent que le fonctionnement du complexe I, responsable de la création du gradient 
électrochimique, est dépendant de l’activité du complexe II (Figure 40), ce qui est également 
le cas dans le système NADH-fumarate réductase des mitochondries anaérobies et de la 
mitochondrie modifiée de N. ovalis. Il semblerait donc que les MLOs de Blastocystis sp. 
comportent également un système NADH-fumarate réductase. La preuve ultime de 
l’existence d’un tel métabolisme consisterait à mettre en évidence la nature de la quinone 
présente dans les MLOs. Le système NADH-fumarate réductase utilise en effet une 
rhodoquinone, et non une ubiquinone, pour le transit des électrons entre le complexe I et le 
complexe II. 
Chez les mitochondries anaérobies, le gradient électrochimique fourni par ce système 
est ensuite utilisé par l’ATP synthase pour la production d’ATP (Tielens et al., 2002). 
Néanmoins, aucun gène codant les sous-unités du complexe ATP synthase n’a été identifié 
dans le génome de Blastocystis sp., posant ainsi la question du devenir du gradient 
électrochimique créé par le complexe I. La production d’ATP par les MLOs de Blastocystis sp. 
ne proviendrait donc pas d’une ATP synthase. Nous avons néanmoins identifié une 
acétate:succinate-CoA transférase (ASCT) et une succinyl-CoA synthase (SCS), présentant un 
signal d’import mitochondrial (Chapitre IV Annexe 2). Ces deux enzymes, présentes à la fois 
dans les mitochondries anaérobies et les hydrogénosomes, sont en effet capables de 
NAD+
NADH
fumarate succinate
C II
FRDQH2
Q
C I
H+
H+
H+
H+
H+
H+
NAD+
NADH
fumarate succinate
C II
FRD
C I
Roténone
MPP +
QH2
Q
NAD+NADH
fumarate succinate
C II
FRD
C I
NPATTFA
QH2
Q
matrice
matrice
matrice
Espace inter-
membranaire
Espace inter-
membranaire
Espace inter-
membranaire
Figure 40. Représentation schématique du fonctionnement potentiel des complexes I et II dans les
MLOs de Blastocystis sp. (A) Chaine respiratoire composée des complexes I et II, fonctionnant de manière
similaire au système NADH-fumarate réductase des mitochondries anaérobies. Le complexe I fournit les
électrons (provenant de l’oxydation du NADH) au complexe II par l’intermédiaire d’une quinone, permettant à
celui-ci de réduire le fumarate en succinate grâce à son activité fumarate réductase. L’activité de pompe à
protons du complexe I conduit à la production d’un potentiel protonique électrochimique. (B) L’utilisation
d’inhibiteurs du complexe I (roténone, MPP+) entraine un blocage de la réduction de la quinone par ce
complexe, conduisant à l’arrêt de son activité de pompe à protons et par conséquent de la création du
potentiel transmembranaire des MLOs (croix rouge). Les électrons ne pouvant pas être transférés au
complexe II, l’activité de fumarate réductase de celui-ci sera également compromise (croix verte). (C)
L’utilisation d’inhibiteurs du complexe II (NPA, TTFA) entraine un blocage de l’oxydation de la quinone par le
complexe II (croix rouge). L’absence de la forme oxydée de la quinone, nécessaire au fonctionnement du
complexe I, entraine donc une inhibition de l’activité NADH déshydrogénase et de pompe à protons de ce
dernier, aboutissant à un déclin du potentiel transmembranaire des MLOs (croix verte). Abréviations : C I,
complexe I; C II FRD, complexe II de type fumarate réductase; Q, quinone oxydée; QH2, quinone réduite.
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produire de l’énergie sous forme d’ATP, par un phénomène de phosphorylation au niveau du 
substrat (Tielens et al., 2002). Cette voie biochimique constitue, pour les hydrogénosomes, 
la seule voie de production d’ATP (Muller, 1993). De la même manière, les MLOs de 
Blastocystis sp. pourraient donc produire de l’ATP grâce à l’activité de ces deux protéines 
(Figure 38). 
Les organites de Blastocystis sp. présentent aussi d’autres métabolismes 
essentiels caractéristiques de la mitochondrie  
Une des fonctions essentielles de la mitochondrie est l’assemblage des protéines à 
centres Fe/S (Lill et al., 1999), métabolisme qui est également conservé chez les 
hydrogénosomes et les mitosomes (van der Giezen and Tovar, 2005). Nous avons identifié 
11 protéines (dont 6 comportent un signal d’import en N-terminal) impliquées dans le 
système ISC (Iron-Sulfur Cluster) mitochondrial, dont la cystéine désulfurase Nfs1, la 
protéine d’assemblage Isu1, la frataxine, ou encore la NTPase (Nucléoside-Triphosphatase) 
Ind1, nécessaire à l’assemblage de certaines sous-unités du complexe I (Lill, 2009). Les MLOs 
de Blastocystis sp. semblent également être engagés dans d’autres métabolismes 
caractéristiques des mitochondries, comme la synthèse de type II et la β-oxydation des 
acides gras, ou le métabolisme de certains acides aminés (valine, alanine). Des enzymes 
impliquées dans le système de défense contre le stress oxydant, telles que la supéroxyde 
dismutase (SOD), la glutathion péroxydase (GPx), et la glutathion réductase (GR) ont 
également été mises en évidence (Figure 38). 
Enfin, nous avons identifié une oxydase alternative (AOX), présentant un signal 
d’import mitochondrial (Chapitre IV Annexe 2). Cette enzyme, qui catalyse la réaction de 
réduction de l’oxygène en eau, pourrait aussi participer à la protection du parasite contre le 
stress oxydatif, comme cela a été suggéré pour Cryptosporidium parvum (Henriquez et al., 
2005; Putignani et al., 2004). 
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Conclusion 
La prédiction du protéome complet des MLOs de Blastocystis sp. nous montre que 
ces organites partagent de nombreuses caractéristiques avec les mitochondries, comme la 
présence de signaux d’import typiquement mitochondriaux à l’extrémité N-terminale des 
protéines, et l’existence d’un système d’import analogue. Ils sont également impliqués dans 
de nombreux métabolismes caractéristiques des mitochondries, tels que l’assemblage des 
centres Fe/S, la β-oxydation et la synthèse de type II des acides gras, le métabolisme de 
certains acides aminés, ou encore le système de défense contre le stress oxydant. Les MLOs 
présentent aussi un métabolisme très similaire aux mitochondries anaérobies et à 
l’hydrogénosome de N. ovalis. Ils comportent en effet une chaine de transporteurs 
d’électrons, composée uniquement des complexes I et II, fonctionnant vraisemblablement 
comme un système NADH-fumarate réductase, bien que celui-ci ne soit apparemment pas 
lié à la production d’ATP, en raison de l’absence de sous-unité de l’ATP synthase. 
Les MLOs comportent néanmoins des enzymes caractéristiques des hydrogénosomes 
impliquées dans la décarboxylation du pyruvate et la production d’ATP (hydrogénase à fer, 
PFOR, ASCT, SCS), même si aucune production d’hydrogène n’a pu être mise en évidence 
jusqu’ici. Ces organites présentent donc des caractéristiques métaboliques typiques des 
mitochondries aérobies et anaérobies, mais aussi des hydrogénosomes. Les MLOs de 
Blastocystis sp. et les organites de N. ovalis nous dévoilent donc que notre « catégorisation » 
conduisant à séparer la mitochondrie de l’hydrogénosome est obsolète, et révèlent plutôt 
un continuum évolutif des fonctions métaboliques des mitochondries et des organites 
apparentés, conduisant à une adaptation accrue des organismes à leur environnement.  
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Chapitre III 
 
Conclusion et perspectives 
 
 
 
« Les machines un jour pourront résoudre tous les problèmes, mais jamais aucune 
d'entre elles ne pourra en poser un!» 
Albert Einstein 
 
Tableau 4. Caractéristiques générales du génome de Blastocystis sp. sous-type 7 (ST7)
Modifié d’après Denoeud et al., 2011
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I. Propriétés du génome de Blastocystis sp. ST7 
A. Caractéristiques générales 
Les analyses caryotypiques en champ pulsé (PFGE) de l’ADN de Blastocystis sp. 
indiquent la présence de 15 bandes chromosomiques. Les résultats d’assemblage des 
différentes séquences obtenues lors du séquençage de ce straménopile aboutissent à 54 
scaffolds, dont deux pourraient correspondre à des chromosomes entiers (scaffolds 6 et 9). 
Ces données conduisent à un génome de 18,8 Mpb, qui est une taille relativement petite par 
rapport aux génomes de straménopiles parasites de plantes (Phytophthora infestans, 240 
Mpb ; P. sojae, 95 Mpb ; P. ramorum, 65 Mpb), ou de straménopiles libres (Phaeodactylum 
tricornutum, 27,4 Mpb ; Thalassiosira pseudonana, 34,5 Mpb). La petite taille du génome de 
Blastocystis sp. est notamment reflétée par de courtes régions intergéniques (d’une taille 
moyenne de 1 801 pb), un pourcentage relativement faible de séquences répétées (25%), et 
des introns ne dépassant pas 31 nucléotides (Tableau 4). 
Les données d’annotation révèlent la présence de 6 020 gènes (Tableau 4), couvrant 
42% du génome total. Ce nombre de gènes est beaucoup plus faible que celui rencontré 
dans le génome d’autres straménopiles, tels que P. infestans (17 797), P. sojae (19 027) ou T. 
pseudonana (11 776). Le génome de Blastocystis sp. semble comporter 38 unités d’ADN 
ribosomal, organisées en unités transcriptionnelles, chacune étant composée des gènes 
codant pour les ARN 18S, 5,8S et 28S. Il est également à noter que l’alignement des gènes 
complets de l’ARNr des petites et grandes sous-unités révèle un polymorphisme important 
entre les copies. Cette donnée est à la fois intéressante et inquiétante, lorsque l’on sait que 
le génotypage de Blastocystis sp. est à l’heure actuelle majoritairement réalisé à partir du 
séquençage du gène de l’ARNr 18S. La recherche de nouveaux marqueurs permettant le 
génotypage des souches de Blastocystis sp. serait donc à envisager. Nous travaillons 
actuellement en ce sens en analysant d’autres gènes marqueurs, présents notamment sur le 
génome circulaire des MLOs.  
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B. Duplications et réarrangements  
De manière surprenante, le génome de Blastocystis sp. comporte 1 141 gènes 
paralogues, ce qui représente 19% des gènes, témoignant probablement d’un phénomène 
de duplication. Nous avons en ce sens identifié 320 blocs de gènes dupliqués, couvrant 39% 
du génome. Ces blocs correspondent à des segments paralogues de plusieurs gènes 
adjacents, certains pouvant atteindre une taille de plus de 100 kpb, suggérant une 
duplication complète du génome. Les scaffolds obtenus à l’issue de l’étape d’assemblage 
présentent une multitude de segments homologues à plusieurs autres scaffolds. Néanmoins, 
les scaffolds ne sont pas homologues deux à deux comme nous pourrions le penser dans le 
cas d’une duplication récente du génome. La comparaison des copies paralogues révèle un 
pourcentage d’identité nucléotidique très élevée (99% pour les régions codantes). Celui-ci 
est de plus homogène pour l’ensemble des blocs paralogues, suggèrant que tous ces blocs 
auraient été dupliqués au même moment. 
Deux hypothèses pourraient expliquer l’origine de ces segments paralogues. La 
première consiste à dire que ces duplications auraient pour origine une duplication récente 
du génome (expliquée par une identité quasi parfaite des copies) qui aurait été suivie de 
réarrangements rapides. Un fort taux de réarrangements dans le génome de Blastocystis sp. 
pourrait également expliquer la raison pour laquelle nous retrouvons très peu de synthénie 
entre ce génome et ceux des autres straménopiles. La seconde hypothèse est que les 
duplications proviendraient d’un phénomène de duplications de segments génomiques, 
favorisé par un taux de réarrangements élevé. Toutefois, l’homogénéité de l’identité de 
séquence observée entre les copies paralogues est plutôt le reflet d’un événement unique, 
et cette hypothèse sous-entend l’existence d’une multitude de duplications qui se seraient 
réalisées pendant une courte période évolutive, ou d’un taux très élevé de recombinaisons. 
Nous voyons que la caractéristique commune à ces deux hypothèses réside dans le fait que 
le génome de Blastocystis sp. semble présenter un taux élevé de réarrangements, ce qui fait 
qu’il est difficile de déterminer quel scénario est le plus probable. Il serait donc intéressant 
de procéder à des analyses de génomiques comparatives à partir du génome d’autres sous-
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types de Blastocystis sp., afin de déterminer si le profil de duplication des gènes et le taux 
élevé de réarrangements observés pour le sous-type 7 sont des caractéristiques du genre 
Blastocystis, ou propres au sous-type 7. Afin de répondre à ces questions, nous avons 
récemment initié un projet de génomique comparative en collaboration avec l’Institut 
Pasteur de Lille et la société Genoscreen. Les génomes de quatre autres sous-types (ST1, 
ST4, ST6 et ST8) seront donc prochainement séquencés. 
C. Acquisition de gènes par transfert horizontal et 
reliques endosymbiotiques   
C.1 Pour une meilleure adaptation à l’environnement 
intestinal 
Le processus de transfert horizontal de gènes est un phénomène essentiel dans les 
mécanismes d’adaptation des organismes aux différentes niches écologiques (Keeling and 
Palmer, 2008), et joue un rôle important chez les straménopiles. Par exemple, l’acquisition 
par transfert horizontal du gène bactérien codant pour la ferritine chez les diatomées, à 
permis à ces organismes d’améliorer leur capacité à capter le fer, qui est un nutriment en 
quantité limité dans l’environnement (eaux de surface) dans lequel vivent ces straménopiles. 
L’exemple marquant est celui de la diatomée Phaeodactylum, pour laquelle le métabolisme 
de l’azote, les processus de réparation de l’ADN, et le pouvoir de silicification sont issus de 
transferts horizontaux de gènes (Bowler et al., 2008; Keeling, 2009). 
Les données d’annotation du génome de Blastocystis sp. ont permis de repérer 133 
gènes présentant des homologies de séquence avec des gènes bactériens et 
archaébactériens, potentiellement acquis par transfert horizontal. Nos analyses 
phylogénétiques confirment l’origine bactérienne de ces gènes, mais ne permettent pas 
d’identifier précisemment le donneur, suggérant que ces phénomènes de transferts 
horizontaux sont anciens, ou que ces gènes ont rapidement évolué dans le génome de 
Blastocystis sp. Il est intéressant de noter que certains gènes, comportant pourtant une 
Figure 41. Analyses phylogénétiques illustrant la présence de gènes d’origine chloroplastique
dans le génome de Blastocystis sp. ST7. (A) Phosphoglycérate kinase, (B) 6-phosphogluconate
déshydrogénase. Les nombres représentent les valeurs de bootstrap (100 réplicats).
D’après Denoeud et al., 2011.
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origine phylogénétique bactérienne, présentent de fortes homologies avec des gènes 
retrouvés chez des organismes eucaryotes pathogènes et/ou anaérobies (Entamoeba 
histolytica, E. dispar, Aspergillus fumigatus, Perkinsus marinus). Cette observation conduit à 
penser que les processus de transferts horizontaux de gènes n’ont pas eu lieu uniquement 
entre des bactéries et des eucaryotes, mais également entre eucaryotes (pour plus de 
détails, voir Figure S6 ; http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/gb-2011-
12-3-r29-S1.DOC). 
Ces gènes codent notamment pour des transporteurs membranaires de type MFS 
(Major Facilitator Transporter), responsables du transport d’une grande variété de substrats, 
tels que des ions, des sucres, des drogues, ou des acides aminés (Law et al., 2008), et pour 
certaines enzymes intervenant dans les métabolismes de type fermentaire (alcool 
déshydrogénase). Ceci a également été observé chez les eucaryotes pathogènes Giardia 
intestinalis et E. histolytica (Nixon et al., 2002). Nous avons aussi identifié des gènes codant 
pour des protéines potentiellement impliquées dans les processus d’adhésion (pour plus de 
détails, voir Tableau S3 ; http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/ 
gb-2011-12-3-r29-S2.PDF). La raison pour laquelle Blastocystis sp. a conservé ces gènes est 
certainement liée à un bénéfice conduisant à une augmentation de ses capacités 
métaboliques, énergétiques, et d’adhésion, lui permettant de s’adapter et de survivre à 
l’environnement anaérobie du tractus intestinal. 
C.2 Le gènome de Blastocystis  sp. comporte de manière 
surprenante des gènes d’origine chloroplastique  
Curieusement, nos analyses phylogénétiques ont révélé l’existence de deux gènes 
ayant une possible origine cyanobactérienne dans le génome de Blastocystis sp., codant 
pour une phosphoglycérate kinase et une 6-phosphogluconate déshydrogénase (Figure 41). 
Cette observation n’est néanmoins pas anecdotique, puisque de la même manière, un gène 
codant une 6-phosphogluconate déshydrogénase a été identifié chez des protistes non-
photosynthétiques comme les Heterolobosea (Andersson and Roger, 2002; Maruyama et al., 
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2008). Chez les straménopiles photosynthétiques, tels que les diatomées et les 
chrysophytes, la présence de chloroplastes est interprétée comme le résultat d’une 
endosymbiose secondaire entre une algue rouge et l’ancêtre de ce groupe. La présence de 
gènes d’origine cyanobatérienne dans le génome de Blastocystis sp. suggère donc que les 
straménopiles hétérotrophes ont perdu secondairement leur chloroplaste, même si nous ne 
pouvons pas exclure l’acquisition récente de gènes d’origine chloroplastique provenant 
d’eucaryotes photosynthétiques, comme dans les cas des Heterolobosea. 
II. Le MLO de Blastocystis sp. semble être une mitochondrie 
anaérobie modifiée 
A. Les MLOs présentent un génome typiquement 
mitchondrial 
Les données d’assemblage du génome nous ont permis de mettre en évidence une 
molécule d’ADN circulaire d’une taille de 29,27 kpb. L’annotation de cette molécule d’ADN a 
révélé que celle-ci codait pour des gènes mitochondriaux impliqués dans la machinerie de 
traduction, et certaines sous-unités du complexe I de la chaine respiratoire. Néanmoins, à la 
différence des génomes mitochondriaux d’autres straménopiles comme Phytophthora sp., 
ce génome circulaire que nous qualifions de génome mitochondrial, ne possède aucun gène 
codant pour les complexes III (Cob), IV (Cox1, Cox2, Cox3) et pour l’ATP synthase (Atp1, 
Atp6, Atp8, Atp9). Par hybridation in situ en MET, nous avons pu montrer que cette molécule 
d’ADN circulaire était localisée dans la matrice des MLOs. Ce résultat confirme donc que les 
MLOs de Blastocystis sp. possèdent un génome de type mitochondrial. 
Deux autres génomes MLOs ont également été séquencés par d’autres équipes, à 
partir d’un isolat de Blastocystis sp. de sous-type 1 (ST1) et d’un autre isolat de sous-type 4 
(ST4) (Perez-Brocal and Clark, 2008). Le génome MLO de sous-type 1 présente une taille de 
28,382 kpb, alors que celui du sous-type 4 est légèrement plus petit avec une longueur de 
Figure 42. Comparaison des génomes des MLOs de Blastocystis sp. sous-type 4 (ST4) et sous-
type 7 (ST7). Ces deux génomes ont des caractéristiques identiques en matière de synthénie et de
capacité codante. On retrouve 10 gènes codant des sous-unités du complexe I (nad), 11 et 5 gènes codant
respectivement pour des protéines ribosomales des petite et grande sous-unités, et 2 gènes codant pour
l’ARN ribosomal des petite et grande sous-unité. Les ARN de transfert sont identifiés par l’acide aminé
qu’ils portent (code à une lettre).
Note: le génome des MLOs de Blastocystis sp. sous-type 1 (ST1), d’une taille de 28,382 kpb, présente les
mêmes caractéristiques. Modifiée d’après Wawrzyniak et al., 2011 et Pérez-Brocal et Clark, 2008.
Blastocystis sp. ST4
ADN MLO
27,719 kpb
Blastocystis sp. ST7
ADN MLO
29,270 kpb
 Page | 131  
 
27,719 kpb. La comparaison des 3 génomes de MLO, au-delà de leur forte homologie de 
séquence, indique qu’ils présentent la même capacité codante, et une synthénie très 
conservée (Figure 42). 
La présence d’un génome de type mitochondrial dans les MLOs de Blastocystis sp. 
suggère donc fortement leur caractère mitochondrial.   
B. Un intermédiaire entre mitochondrie anaérobie et 
hydrogénosome 
La prédiction du protéome complet des MLOs de Blastocystis sp. ST7, réalisée grâce 
aux données d’annotation du génome, nous a permis d’obtenir des résultats très 
intéressants sur les métabolismes potentiels pouvant se dérouler dans ces organites. Il 
apparait en effet que ces MLOs partagent des caractéristiques enzymatiques communes 
avec les hydrogénosomes. Ces derniers se distinguent des mitochondries par la présence de 
deux enzymes clefs, la PFOR, qui réalise la décarboxylation du pyruvate et acétyl-CoA, et 
l’hydrogénase à fer, responsable de la production d’hydrogène. Nous avons en effet pu 
identifier ces deux enzymes par prédiction des protéines potentiellement importées aux 
MLOs (Denoeud et al., 2011). Cette prédiction a également été confirmée par 
immunomarquage en MET, montrant une localisation de ces deux protéines dans la matrice 
des MLOs (Wawrzyniak et al., 2008). 
Nous avons également procédé (en collaboration avec le Laboratoire de 
Bioénergétique et Ingénierie des Protéines (BIP), UPR CNRS 9036, Marseille), à des tests 
d’activités in vitro spécifiques des enzymes PFOR et hydrogénase à fer à partir d’échantillons 
de MLOs purifiés. La mise au point d’un protocole de purification des MLOs a préalablement 
été réalisée au laboratoire. Les résultats montrent que les MLOs présentent une activité 
PFOR significative, mais aucune activité de type hydrogénase n’a été détectée. Nous avons 
obtenu des résultats similaires par la méthode d’échange isotopique hydrogène/deutérium 
(en collaboration avec le Laboratoire de Bioénergétique et Biotechnologie des Bactéries et 
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Microalgues (L3BM), CEA, Cadarache), technique permettant de mettre en évidence in vivo 
la présence d’un site catalytique de type hydrogénase. Ces résultats ne sont pas forcément 
des résultats négatifs, dans le sens où l’hydrogénase à fer de Blastocystis sp. présente une 
séquence protéique particulière. Celle-ci montre en effet, par rapport à la séquence d’une 
hydrogénase classique, un domaine C-terminal supplémentaire homologue à une 
flavodoxine, qui est une protéine pouvant remplir le même rôle qu’une ferrédoxine. Nous 
pouvons donc imaginer que l’interaction existant entre la PFOR et l’hydrogénase à fer de 
Blastocystis sp. soit différente de celle habituellement rencontrée dans les hydrogénosomes, 
qui consiste à l’utilisation d’une ferrédoxine comme navette de transport d’électrons entre 
la PFOR et l’hydrogénase à fer, conduisant à une production d’hydrogène. Ayant à notre 
disposition au laboratoire des anticorps spécifiques de l’hydrogénase à fer de Blastocystis 
sp., des analyses de co-immunoprécipitation pourraient peut être apporter des réponses sur 
d’éventuelles partenaires protéiques de cette hydrogénase, encore inconnus aujourd’hui. 
Nous avons également procédé à des essais préliminaires d’extraction protéiques en 
conditions natives (technique de BN-PAGE) à partir de MLOs purifiés, afin de mettre en 
évidence la composition de certains complexes protéiques tels que les complexes I et II. Ce 
protocole nécessite cependant des étapes de mises au point supplémentaires. 
Les MLOs de Blastocystis sp. partagent également de nombreuses caractéristiques 
avec les mitochondries. La plupart des protéines potentiellement importées aux MLOs 
comportent en effet un signal d’import typiquement mitochondrial. Nous avons également 
pu identifier dans le protéome de Blastocystis sp. 15 protéines impliquées dans les différents 
complexes du système de translocation des protéines mitochondriales. Nos analyses 
rapportent aussi la présence de nombreux éléments caractéristiques du métabolisme 
énergétique de la mitochondrie, comme la présence du complexe PDH, responsable de la 
décarboxylation du pyruvate en acétyl-CoA. Une Pyruvate:NADP+ oxydoréductase (PNO), qui 
est une enzyme résultant de la fusion entre un domaine PFOR et une cytochrome P450 
réductase, a également été identifiée. Les MLOs de Blastocystis sp. peuvent donc 
théoriquement utiliser trois voies différentes pour la production d’acétyl-CoA à partir de 
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pyruvate, supportée par la présence du complexe PDH, de la PFOR et de la PNO, ce qui est 
effectivement le cas pour les eucaryotes Euglena sp. et Chlamydomonas sp. Néanmoins chez 
ces organismes, le complexe PDH est utilisé en conditions aérobies, alors que le système 
PFOR/PNO fonctionne en conditions anaérobies, permettant à ces organismes d’adapter leur 
métabolisme à la quantité d’oxygène présente dans leur environnement (Hoffmeister et al., 
2004). L’utilisation d’un tel mécanisme d’adaptation par Blastocystis sp. semble néanmoins 
surprenante compte tenu de son caractère anaérobie. 
Nos données indiquent également la présence d’une chaine respiratoire tronquée au 
sein des MLOs, composée exclusivement des complexes I et II, les gènes codant les sous-
unités des complexes III et IV étant absents du génome. Nos résultats expérimentaux 
suggèrent que cette chaine respiratoire particulière est responsable du potentiel 
transmembranaire des MLOs, et que celle-ci fonctionnerait de la même manière que celle 
rencontrée chez les mitochondries anaérobies, retrouvées chez certains helminthes 
parasites tels que Fasciola hepatica et Ascaris suum. Dans ce type de mitochondrie, la chaine 
respiratoire n’est en effet composée que des complexes I et II, le complexe II présentant une 
activité fumarate réductase (FRD), responsable de la production de succinate par la 
mitochondrie. Le complexe I fournit ainsi les électrons (provenant de l’oxydation du NADH) 
au complexe II, ces électrons étant nécessaires à la réduction du fumarate en succinate. Le 
transit des électrons entre les deux complexes est réalisé non pas par une ubiquinone 
(utilisée en aérobiose), mais par une rhodoquinone. Cette chaine respiratoire particulière, 
induisant la création d’un gradient protonique électrochimique par l’activité du complexe I, 
est également connue sous le nom de système NADH-fumarate réductase (Tielens et al., 
2002). 
Toutefois, aucun gène codant les sous-unités du complexe ATP synthase n’a été 
identifié dans le génome de Blastocystis sp., posant ainsi la question du devenir du gradient 
électrochimique créé par le complexe I. La production d’ATP par les MLOs de Blastocystis sp. 
ne proviendrait donc pas d’une ATP synthase. Nous avons néanmoins identifié une 
acétate:succinate-CoA transférase (ASCT) et une succinyl-CoA synthase (SCS), présentant un 
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signal d’import mitochondrial. Ces deux enzymes, présentes à la fois dans les mitochondries 
anaérobies et les hydrogénosomes, sont en effet capables de produire de l’énergie sous 
forme d’ATP, par un phénomène de phosphorylation au niveau du substrat (Tielens et al., 
2002). De la même manière, les MLOs de Blastocystis sp. pourraient donc produire de l’ATP 
grâce à l’activité de ces deux protéines. 
Nous avons également procédé à des analyses préliminaires de dosage en 
raisonnance magnétique nucléaire (RMN) des produits finaux présents dans le surnageant 
de culture de Blastocystis sp. Il semblerait que le produit final majoritaire identifié soit du 
succinate, ce qui conforte fortement la présence d’un système NADH-fumarate réductase 
dans les MLOs de Blastocystis sp. La preuve ultime de l’existence d’un tel métabolisme 
consisterait à mettre en évidence la nature de la quinone présente dans les MLOs. Le 
système NADH-fumarate réductase utilise en effet une rhodoquinone pour le transit des 
électrons entre le complexe I et le complexe II. Des essais préliminaires de la caractérisation 
de la quinone présente dans les MLOs ont également été menés par la technique d’HPLC (en 
collaboration avec le laboratoire de Synthèse et Etude de Systèmes à Intérêt Biologique 
(SESIB), UMR CNRS 6504, Clermont-Ferrand), à partir d’une extraction lipidique totale de 
Blastocystis sp. Malheureusement, nous n’avons pas pu déterminer la nature de cette 
quinone, les échantillons utilisés étant trop peu concentrés. Cette extraction a demandé une 
quantité de parasites de 4.108, ce qui représente plusieurs mois de culture. Néanmoins, il 
apparait qu’une quantité encore plus importante soit nécessaire à l’identification de la 
nature de la quinone en HPLC. 
Les MLOs semblent également être impliqués dans d’autres métabolismes essentiels 
de la mitochondrie, comme la β-oxydation et la synthèse de type II des acides gras, 
l’assemblage des centres Fe/S, le métabolisme de certains acides aminés, ou encore le 
système de défense contre le stress oxydant. Ces organites présentent donc des 
caractéristiques métaboliques typiques des mitochondries aérobies et anaérobies, mais 
aussi des hydrogénosomes, ce qui conduit à penser que Blastocystis sp. possède des 
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mitochondries anaérobies modifiées, résultant d’une adaptation du parasite à son 
environnement anaérobie. 
III. La prédiction du sécrétome de Blastocystis sp. révèle la 
présence de facteurs de virulence 
La persistance de Blastocystis sp. dans l’intestin peut être due à sa capacité à se 
défendre contre le système immunitaire de l’hôte, et à adhérer à l’épithélium intestinal. 
Blastocystis sp. semble avoir développé un système complet d’enzymes antioxydantes, 
nécessaires à sa protection contre les ions superoxyde (O2
.-), le peroxyde d’hydrogène 
(H2O2), ou les radicaux hydroxyle (HO
.) produits par son propre métabolisme, mais aussi par 
les cellules effectrices du système immunitaire de l’hôte (pour plus de détails, voir Tableau 
S5 ; http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/gb-2011-12-3-r29-S2.PDF). 
La capacité de persistance de Blastocystis sp. peut également être facilitée par la 
libération de molécules pouvant agir à l’interface entre l’hôte et le parasite (Corrales et al., 
2010). La prédiction du sécrétome de Blastocystis sp. ST7 révèle l’existence de 75 protéines, 
certaines pouvant potentiellement être impliquées dans le phénomène de pathogénie 
(protéases, lectines, glycosyltransférases) (pour plus de détails, voir Tableau S4 ; 
http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/gb-2011-12-3-r29-S2.PDF). D’après 
nos données, Blastocystis sp. serait capable de sécréter des immunophilines, connues chez 
certaines bactéries comme jouant un rôle dans des phénomènes d’adhésion, de modulation 
du système immunitaire de l’hôte, et d’apoptose (Henderson, 2008). 
La capacité de certaines protéines parasitaires à se fixer sur des récepteurs glycosylés 
des cellules de l’hôte peut également moduler la réponse immunitaire de celui-ci, en 
conduisant par exemple à une inhibition des cytokines Th1 et Th2 nécessaires au processus 
d’inflammation (Toscano et al., 2006). L’interaction de ces protéines avec leur(s) cible(s) est 
liée à la reconnaissance de motifs sucrés spécifiques, qui peuvent être modifiés par l’action 
de glycosyltransférases. Nous avons identifié dans le sécrétome in silico de Blastocystis sp. 
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une protéine capable de se lier à des glycanes, et 8 glycosyltransférases, ces dernières étant 
susceptibles de modifier les motifs glycaniques des récepteurs présents à la surface des 
cellules intestinales. Blastocystis sp. serait également capable de sécréter des hydrolases 
(fucosidase, hexoaminidase, polygalacturonase), lui permettant d’attaquer l’épithélium 
intestinal en dégradant de nombreuses glycoprotéines. 
Les protéases sont certainement les protéines les plus connues en matière de 
facteurs de virulence, et sont impliquées dans divers processus, comme l’invasion des 
cellules, le dékystement, la cytoadhérance, le métabolisme. Ainsi, une corrélation a été mise 
en évidence entre une forte activité des protéases et la virulence d’E. histolytica (McKerrow 
et al., 1993). De plus, certaines cystéines protéases sont connues pour dégrader les matrices 
extracellulaires ou cliver les immunoglobulines A et G (Klemba and Goldberg, 2002). De 
manière intéressante, il a été montré expérimentalement que Blastocystis sp. comporte des 
enzymes protéolytiques capables de dégrader des immunoglobulines A humaines (Puthia et 
al., 2005). Les principales classes de protéases sont retrouvées dans le protéome de 
Blastocystis sp. Parmi les 66 protéases identifiées, 18 sont potentiellement sécrétées. La 
famille des cystéines protéases est largement représentée. Parmi ces cystéine-protéases, 
nous avons identifié 5 légumaïnes et 8 cathépsines. Les cystéines protéases sont 
généralement sécrétées sous forme inactive, et doivent être maturées par le clivage d’un 
pro-ségment, réalisé par la protéase elle-même ou par d’autres protéases comme les 
légumaines. Les légumaïnes peuvent également participer à d’autres phénomènes 
cellulaires, et sont notamment connues pour être impliquées dans le phénomène 
d’apoptose chez les plantes, en ayant un rôle pro-apoptotique. Nous avons récemment 
décrit la présence d’une légumaïne chez Blastocystis sp. sous-type 7 (ST7), mais celle-ci est 
curieusement localisée à la surface du parasite, et semble plutôt avoir un rôle d’inhibition de 
l’apoptose (Wu et al., 2010) (pour plus de détails, voir Chapitres IV Annexe 1). 
Il semble donc, aux vues de ces résultats de prédiction, que Blastocystis sp. comporte 
un potentiel de virulence, pouvant agir sur le système immunitaire ou l’attaque de 
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l’épithélium intestinal de l’hôte. Des expérimentations sont actuellement à l’étude, afin de 
confirmer certaines données in silico, notamment sur le rôle de certaines cystéine-protéases. 
Certaines informations apportées par la prédiction de gènes codant potentiellement 
pour ces facteurs de virulence pourraient également être vérifiées par une approche de 
génétique fonctionnelle, technique qui n’existe actuellement pas pour Blastocystis sp. Nous 
avons en ce sens procédé à des essais de transfection transitoire du parasite, en utilisant la 
technique d’électroporation, largement utilisée pour la transfection de parasites comme 
Trichomonas vaginalis ou Entamoeba histolytica (Delgadillo et al., 1997; Nickel and Tannich, 
1994; Purdy et al., 1994). Malheureusement, les protocoles utilisés pour la transfection de 
ces parasites par électroporation ne sont pas adaptés à Blastocystis sp., probablement en 
raison de la fragilité de la forme vacuolaire, impliquant l’élaboration et la mise au point de 
nouveaux protocoles de transfection. 
La mise en place d’une approche de génétique fonctionnelle chez Blastocystis sp. est 
en effet primordiale pour la compréhension de la biologie de ce parasite, et de son éventuel 
pouvoir pathogène. 
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I. Annexe 1 – Etude d’un facteur de virulence potentiel 
(légumaïne) chez Blastocystis sp. 
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Programmed cell death (PCD) is crucial for cellular growth
and development in multicellular organisms. Although dis-
tinct PCD features have been described for unicellular
eukaryotes, homology searches have failed to reveal clear
PCD-related orthologues among these organisms. Our previ-
ous studies revealed that a surface-reactive monoclonal anti-
body (mAb) 1D5 could induce multiple PCD pathways in the
protozoan Blastocystis. In this study, we identified, by two-di-
mensional gel electrophoresis andmass spectrometry, the target
of mAb 1D5 as a surface-localized legumain, an asparagine
endopeptidase that is usually found in lysosomal/acidic com-
partments of other organisms. Recombinant Blastocystis legu-
main displayed biphasic pH optima in substrate assays, with
peaks at pH 4 and 7.5. Activity of Blastocystis legumain was
greatly inhibited by the legumain-specific inhibitor carboben-
zyloxy-Ala-Ala-AAsn-epoxycarboxylate ethyl ester (APE-RR)
(where AAsn is aza-asparagine) and moderately inhibited by
mAb 1D5, cystatin, and caspase-1 inhibitor. Interestingly, inhi-
bition of legumain activity induced PCD in Blastocystis,
observed by increased externalization of phosphatidylserine
residues and in situDNAfragmentation. In contrast to plants, in
which legumains have been shown to play a pro-death role, legu-
main appears to display a pro-survival role in Blastocystis.
Programmed cell death in the unicellular protozoa is now
accepted as a well established phenomenon. Several stereo-
typic apoptotic morphological markers similar to those
observed in apoptotic metazoan cells have been described in
human parasitic protozoa such as Leishmania amazonensis,
Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma bru-
cei, Trypanosoma rhodesiense, Plasmodium falciparum, and
Blastocystis (1, 2). Despite a wealth of information on the
organelles and cytochemical features involved in protozoan
PCD, there is a scarcity of information on PCD3-relatedmolec-
ular mediators. Our earlier studies showed that Blastocystis
undergoes programmed cell death when exposed to the sur-
face-reactive monoclonal antibody mAb 1D5 with typical fea-
tures of apoptotic cells (3, 4). mAb 1D5 was shown to target a
30-kDa protein found on the plasma membrane of Blastocystis
(5–7). This protein is functionally important, but not all cells
within a clonal populationwould be susceptible to the cytotoxic
effects of mAb 1D5 (6). These results suggest that this protein
may havemultiple localizations and is potentially important for
cell survival. In this study, an asparaginyl cysteine protease
legumain was identified as the mAb 1D5 targeting protein.
Legumain is a recently described lysosomal protease, well con-
served and present in plants, mammals, helminth worms, and
the protozoan Trichomonas vaginalis (8–12). The active site of
legumain contains the catalytic dyadHis-Gly-spacer-Ala-Cys, a
characteristic shared with caspases, aspartyl cysteine proteases
important as molecular mediators of apoptosis cascades (13).
Legumains have specificity for the hydrolysis of bonds on the
carboxyl side of asparagines (14) but have also been reported to
cleave after aspartate residues, evidenced by their ability to
cleave caspase-1 substrates (15, 16). In plants, legumain, also
termed vacuolar processing enzyme (VPE), is localized within
the plant cell vacuole and is essential for hypersensitive-re-
sponse cell death, amechanism of resistance to pathogen infec-
tion (15). Inmammals, it is predominantly localized in the lyso-
somes and involved in processing bacterial and endogenous
peptides for major histocompatibility complex class II presen-
tation. Legumain is overexpressed inmany types of tumors and
is associated with enhanced tissue invasion and metastasis. In
these cases, the enzyme can also be found on the cell surface,
co-localized with integrin 1 (17).
In this study, we report for the first time the detailed charac-
terization of Blastocystis legumain protein as a target of a pre-* This work was supported by Biomedical Research Council Grant 05/1/21/
19/378, the National Medical Research Council (06May107), and the Infec-
tious Disease Program.
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viously described cytotoxic mAb. Blastocystis legumain was
expressed in Escherichia coli, and the purified recombinant
protein was used to define enzymatic properties. Cellular local-
ization of this protein was investigated by anti-legumain anti-
body and mAb 1D5. The involvement of legumain in pro-
grammed cell death was investigated by protease inhibitor
assays, annexin V, and TUNEL apoptosis assays to determine
the extent of phosphatidylserine externalization andDNA frag-
mentation, respectively. The data strongly suggest that Blasto-
cystis legumain has a key role in the regulation of Blastocystis
cell death.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Parasite Cell Culture—Blastocystis isolate B (subtype 7) was
isolated from the stool of a local patient. Parasite cells was cul-
tured in Iscove’s modified Dulbecco’s medium containing 10%
inactivated horse serum and incubated anaerobically at 37 °C in
anAnaerojar (Oxoid). 4-Day-old cells at log phasewere used for
all experiments. Cell number was counted with a hemocytom-
eter, and their viabilitywas examinedmorphologically by a light
microscope.
Two-dimensional Electrophoresis—Parasite lysate was pre-
pared by three freeze-thaw cycles in liquid nitrogen and a 37 °C
water bath. Cell debris was removed by centrifugation at
14,500 g for 10 min at 4 °C. Total proteins from clarified cell
lysate were precipitated by 10% trichloroacetic acid. The dried
pellet was dissolved in 20 mM Tris-Cl buffer, pH 7.0, and pro-
tein concentration was determined by the Bradford assay
(Sigma). The first dimension IEFs were performed on 18-cm
IEF gel strips (pH 4–7, Bio-Rad) following the manufacturer’s
instructions. Briefly, the dried strips were rehydrated at room
temperature overnight with 375 l of rehydration buffer (7 M
urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 50 mM dithiothreitol, 3% IPG
buffer, 0.02% bromphenol blue) and 50g of protein. IEF strips
were loaded onto a Protean IEF cell (Bio-Rad) by using the
following parameters: 500 V for 500 V-h; 1000 V for 500 V-h;
8000 V gradient for 4500 V-h; and 8000 V for 64,000 V-h. Sub-
sequently, strips were soaked in 10 ml of equilibration solution
(7 M urea, 0.05 M Tris-Cl, pH 6.8, 30% glycerol, 2% SDS) sup-
plied with 0.1% dithiothreitol for 15 min, removed, and further
soaked in equilibration solution containing 0.25% iodoacet-
amide and 0.02% bromphenol blue for 15 min. Strips were laid
on top of a 10% SDS-polyacrylamide gel (Protean II XI, Bio-
Rad), and electrophoresis was performed at 5 °C. Current was
kept constant at 7 mA per gel for 1 h and then increased to 25
mAper gel for another 6 h. Proteinwas visualized byCoomassie
Brilliant Blue staining.
Protein Identification—A gel slice encompassing the protein
of interest was cut out, soaked in 200l of 50% (v/v) acetonitrile
with 50mM ammoniumbicarbonate, and incubated at 37 °C for
30 min to destain. The gel slice was dried for 5 min using a
SpeedVac concentrator and soaked in 20 l of trypsin (3.33 ng
l1, diluted in 50 mM ammonium bicarbonate) at 30 °C over-
night or 37 °C for 4 h. Peptides were extracted using 50% (v/v)
acetonitrile with 0.5% (v/v) trifluoroacetic acid (200 l) fol-
lowed by sonication (10 min) at 37 °C. The solution was dried
using a SpeedVac concentrator and redissolved in 50% (v/v)
acetonitrile with 0.5% (v/v) trifluoroacetic acid (1.5 l). Pep-
tides were desalted using a ZipTip (Millipore) and mixed with
an equal volume of matrix solution (-cyano-4-hydroxycin-
namic acid (5 mg) dissolved in 50% (v/v) acetonitrile with 0.5%
(v/v) trifluoroacetic acid (1 ml)) and spotted (1 l) onto a
MALDI plate (384 Opti-TOF, Applied Biosystems). After air
drying, spots were identified by a combination of mass spec-
trometry followed by tandem mass spectrometry (10 largest
peaks) using an ABI 4800MALDI-TOF/TOFmass spectrome-
ter (Applied Biosystems). Peptides derived from trypsin were
used as an internal standard. The tandem mass spectrometry
results were analyzed by searching the SwissProt Protein Data
Base using Mascot version 1.9.
WesternBlotting—mAb1D5, amurine IgMmonoclonal anti-
body produced in this laboratory (7), was purified using an
affinity column (Affiland). Anti-human legumain was pur-
chased commercially (Cell Signaling). Parasite cells were lysed
in buffer (25mMTris, pH 7.5, 150mMNaCl, 0.1%TritonX-100,
1 mM dithiothreitol, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM NaF, 20
mM -glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, Roche Applied Sci-
ence complete protease inhibitor), and the soluble fraction was
obtained by centrifugation (14,500  g, 10 min) at 4 °C. The
total protein concentration was determined by the Bradford
assay. 50 g of total protein or 5 g of purified protein was
electrophoresed on a 10% SDS-polyacrylamide gel and trans-
ferred onto a polyvinylidene difluoride membrane (GE Health-
care) by semi-dry blotting (Bio-Rad), blocked with 2% bovine
serum albumin inTBS-T (triethanolamine-buffered salinewith
0.1% Tween), incubated with primary antibody, washed, incu-
bated with secondary antibody, visualized by chemilumines-
cence (ECL Plus, GE Healthcare), and exposed to an x-ray film
(Eastman Kodak Co.).
Legumain Cloning and Expression—PCR primers were
synthesized according to the peptide sequences frommass spec-
trometry as follows: P1 (5-TTTGTNTCNATNGCNCTNCTN-
CGN-3 and complementary sequence); P4 (5-GATGACTTT-
CANGCNACNCTNAAG-3 and complementary sequence);
P6 (5-TTTAACTACGANCANCAGTCNAGC-3 and com-
plementary sequence); P7 (5-TACCTNGAAGAGATGTCN-
CTNCGN-3 and complementary sequence), where N repre-
sents A, T, G, or C. Forward and reverse primers were picked
randomly. In total, 12 primer pair combinations were used for
PCR. PCRs were performedwith the Faststart high fidelity PCR
system (Roche Applied Science) according to the manufactur-
er’s protocol with Blastocystis cDNA library as template. PCR
productswere electrophoresed in a 1% agarose gel. Appropriate
PCR products were excised, purified from the gel, and cloned
into pCR2.1 (Invitrogen) byTOPOcloning for sequencing. Five
positive plasmids were sequenced withM13 andM13 prim-
ers, and consensus sequence was obtained. This product was
amplified again by PCR using primers (forward, 5-TTAGGA-
TCCATGTTTGTGAGTATCGCCTTACT-3, and reverse,
5-ATCTCGAGACGAAGGCACATCTCCTC-3). These prim-
ers contained BamHI and XhoI restriction sites to allow direc-
tional cloning into E. coli expression vector pGEX-6p-1 (GE
Healthcare). pGEX-6p-1 containing the Blastocystis legumain
gene was transformed into E. coli BL21(DE3) and amplified in
500 ml of LB containing 100 g ml1 ampicillin at 37 °C and
200 rpm. After A600 reached 0.6–0.8, isopropyl 1-thio--D-
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galactopyranoside at a final concentration of 0.5 mM was added.
Cells were cultured at 16 °C overnight and then harvested by
centrifuging at 5000  g for 10 min. The pellets were resus-
pended in 20 ml of cold PBS and disrupted by sonication. Pro-
tein expression was examined using a 10% SDS-polyacrylamide
gel.
Purification of Recombinant Legumain—The lysate of trans-
formed BL21(DE3) cells was clarified by centrifuging at
25,000  g for 20 min at 4 °C, incubated with 2 ml of glutathi-
one-Sepharose 4B slurry (GE Healthcare) at room temperature
for 2 h, and washed with 5 volumes of PBS. Legumain was
eluted with 2 volumes of elution buffer (10 mM reduced gluta-
thione, PBS). The eluant was concentrated and purity assessed
by SDS-PAGE.
Enzymatic Characterization of Legumain—Purified recom-
binant legumain (10 g) was placed in a 96-well microplate,
and the reaction was started by adding the legumain-specific
substrate Z-Ala-Ala-Asn-NHMec (10 M final concentra-
tion) in assay buffer (PBS, containing 1 mM dithiothreitol, 1
mM EDTA, and 0.1% CHAPS) and incubated at 30 °C. Fluo-
rescence was determined at 5 and 35 min at excitation 353
nm, emission 442 nm by a TECAN fluorescence plate reader.
Rate of change between these two readings was the measure-
ment of protease activity (relative fluorescence units/min).
For pH dependence activity assays, PBS was replaced with 50
mM buffer adjusted to different pH values (citric acid/sodium
citric, pH 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, and 6; MES, pH 6.5 and 6.8;
Tris-Cl, pH 7, 7.5, 8, and 8.8). For inhibition assays, inhibitors
used were as follows: mAb 1D5 (1.2 g ml1); nonspecific IgM
control (2 g ml1); legumain-specific inhibitor carbobenzyl-
oxy-Ala-Ala-AAsn-epoxycarboxylate, ethyl ester (APE-RR, 1
mM) (where AAsn is aza-asparagine); Z-Ala-Ala-Asn-NHMec
(10M); cystatin (200gml1); caspase-1 inhibitor Ac-YVAD-
chloromethyl ketone (4 M); and cathepsin B inhibitor Z-FA-
fluoromethyl ketone (400 M).
Cellular Localization of Blastocystis Legumain—Cells (1 
107) werewashedwith cold PBS and incubated in Iscove’smod-
ified Dulbecco’s medium containing 5 g of fluorescein diac-
etate at 37 °C for 10 min, washed, and fixed with 3.7% (v/v)
formaldehyde on ice for 30 min. To permeabilize cells, cells
were incubated with 0.1% Triton X-100 for 5 min. Cells were
incubated with primary antibody (mAb 1D5 or anti-legumain,
1.2 g ml1 in PBS containing 3% bovine serum albumin) for 2
h at room temperature, washed, and incubated with AlexaFluor
594-conjugated secondary antibody (anti-mouse IgM or
anti-goat IgG, 2 g ml1 in PBS containing 3% bovine serum
albumin) for 1 h at room temperature. The cells were washed
and stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole and viewed
under a confocal microscopy (Olympus FV500).
FIGURE 1. Identification of mAb1D5 target protein. A, Coomassie Brilliant
Blue (CBB)-stained two-dimensional electrophoresis gel of total Blastocystis
proteins (left) and Western blot (WB) analysis of total proteins probed with
mAb 1D5 (right). A mAb 1D5-reactive spot (arrow) was used to identify the
corresponding antigen from a Coomassie Brilliant Blue-stained gel and
excised for mass spectrometric identification. B, peptide sequences from
mass spectrometry are underlined. PCR was performed with primer combina-
tions, and theappropriate-sizedPCRproductwas sequenced, and theprotein
sequence was obtained.
FIGURE 2. Multiple sequence alignment of the catalytic domain of the legumain family. The sequence segments containing known or putative catalytic
residues in the legumain family were aligned by Vector NTI. Note the blocks of four predominantly hydrophobic residues (gray) located 2 or 3 residues
preceding the catalytic residues (markedwith asterisk). Other residues in the catalytic domainswere highly conserved in the legumain family. Sequenceswere
compared, and their accession numbers were as follows: mouse (NP_035305), rat (NP_071562), human (AAH03061), bovine (NP_776526), frog (NP_
001005720), zebra fish (NP_999924), Schistosoma (CAB71158), rice (BAC41386), tobacco (CAE84598), Blastocystis (ACO24555), Hemonchus (CAJ45481), and
Trichomonas (AAQ93040).
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AnnexinVApoptosis Assay—Loss ofmembrane permeability
and exposure of phosphatidylserine (PS)were detected using an
annexin V-fluorescein isothiocyanate apoptosis detection kit
(BioVision) following the manufacturer’s instructions. In brief,
4-h treated (with antibody or inhibitors mentioned previously)
or untreated cells (1  107) were washed with cold PBS and
incubated with 0.21gml1 annexin V-fluorescein isothiocya-
nate and 2.5 g ml1 propidium iodide at room temperature
for 10 min. The cells were washed, resuspended in 500 l of
PBS, and analyzed by a flow cytometer (DAKO CyAn ADP) to
read green and red fluorescence.
TUNEL Assay for DNA Fragmentation—TUNEL was per-
formedusingAPO-bromodeoxyuridinekit (Invitrogen) following
the manufacturer’s instructions. In brief, 24-h treated (with anti-
body or the inhibitors mentioned previously) or untreated cells
(1107)werewashedwithcoldPBSand fixed in1mlof 3.7% (v/v)
formaldehyde on ice for 30min, washed, and resuspended in 1ml
of 70%coldethanol at20 °C for30min topermeabilize cells.The
cells were washed and incubated with 50l of labeling solution at
37 °C for 1 h. After rinsing, cells were stained with AlexaFluor
488-conjugated anti-bromodeoxyuridine antibody at room tem-
perature for 30min. The cellswerewashed, resuspended in 500l
of PBS, and analyzed by a flow cytometer (DAKO CyAn ADP) to
read green fluorescence.
RESULTS
Identification of mAb 1D5 Target Protein—Total Blastocystis
proteins were separated by two-dimensional electrophoresis and
probed with mAb 1D5. A distinct spot of 30 kDa, consistent with
our previous studies (6, 7), was observed (Fig. 1A). The corre-
sponding protein spot in the Coomassie Brilliant Blue-stained gel
wasanalyzedbymass spectrometry. In total, seven trypticpeptides
were sequenced (Fig. 1B, underlined). Among them, peptides 2,
3, and 5 matched the catalytic domain of legumain sequences
from human, rat, mouse, and bovine origins. This suggests that
the protein analyzedmight be amember of the legumain family.
Peptides 1, 4, 6, and 7 did not match any conserved regions of
legumain and might be unique to Blastocystis legumain and
located at the N or C terminus. Degenerate PCR primers were
designed according to the sequences of these seven peptides
resulting in 12 pairs of PCR primer combinations. The longest
PCR product of 1 kb was cloned and sequenced. It included
990 bp and encoded a 33-amino acid protein (GenBankTM
accession number ACO24555) with a theoretical molecular
mass of 37.5 kDa and pI value of 4.9, as calculated by the Vector
NTI program. The full-length gene was obtained by 5-rapid
amplification of cDNA ends and 3-rapid amplification of
cDNA ends (1194 bp, supplemental Fig. S1; GenBankTM acces-
sion number GU124590). This sequence included a highly con-
served catalytic domain that had 40–60% similarity to that of
legumains fromother origins and by
ClustalW was shown to possess
unique N- and C-terminal regions
(data not shown). As with other
legumains, the Blastocystis ortho-
logue presumably codes for a pre-
cursor that is auto-cleaved at the
C-terminal asparagine residue (18),
possibly at Asn-285 to result in
the mature form (30-kDa protein).
Blastocystis legumain contains a
catalytic dyad with the motif His-
Gly-spacer-Ala-Cys, which is also
found in other legumains (Fig. 2)
and in caspases (13). Interestingly,
the first 16 amino acids (KFV-
SIALLRVLALAAA) include a puta-
tive secretary signal peptide, which
was also observed in the legumain
sequence of the Chinese liver fluke
Clonorchis sinensis (19) and not
from legumains of other origins.
FIGURE 3. Expression, purification, and verification of Blastocystis legu-
main. The Blastocystis legumain gene was inserted into pGEX-6p-1 and
expressed in E. coli BL21(DE3) with induction of 0.5 mM isopropyl 1-thio--D-
galactopyranoside at 16 °C (lanes 1–3). The expressed recombinant legumain
was then purified by glutathione affinity column, and purity was assessed by
SDS-PAGE (lane 4). Purified legumainwas subjected toWestern blotting (WB)
andprobedwith anti-GST to confirm thepurification (lane 5).Westernblots of
purified legumain and Blastocystis cell lysate were performed and probed
with anti-human legumain and mAb 1D5, showing distinct bands at 65 kDa
(legumainwithGST tag) and30 kDa (legumain).CBB, Coomassie Brilliant Blue.
FIGURE4.pHdependenceofBlastocystis legumain.Purified r-legumain and fluorogenic substrateZ-Ala-Ala-
Asn-NHMec were incubated at 30 °C with pH buffers ranging from pH 3.0 to 8.8. Activity (relative fluorescence
units/min (RFU/min)) was plotted against pH values. Values are means S.D. (error bars) from three indepen-
dent experiments.
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Expression, Purification, and Ver-
ification of Legumain—Blastocys-
tis legumain (truncated formmiss-
ing 66 amino acids at the 3 end
when compared with the full-length
sequence) was expressed in E. coli
(Fig. 3). The appearance and accu-
mulation of the overexpressed pro-
tein band in E. coli total extracts
after 1-h (Fig. 3, lane 2) and 2-
h (lane 3) isopropyl 1-thio--D-
galactopyranoside induction could be
detected in comparison with total
extracts before induction (lane 1).
About 70% overexpressed protein
was insoluble, and soluble recombi-
nant protein was purified using the
N-terminal GST tag (Fig. 3, lane 4).
The GST-tagged legumain was
about 65 kDa and its purity was
about 95%. The purified recombi-
nant protein was confirmed by anti-
GST antibody on the Western blot
(Fig. 3, lane 5). To confirm that the
purified recombinant protein was
legumain and that this was a bona
fide target of mAb 1D5, Western
blots of the recombinant protein
were probed with anti-human legu-
main (IgG) or mAb 1D5 with Blas-
tocystis cell lysate as a reference and
control. Results showed that there
were bands at the expected posi-
tions (Fig. 3, recombinant legumain,
lanes 6 and 8, 65 kDa, and cell lysate,
lanes 7 and 9, 30 kDa). The varia-
tions in band intensities may be due
to mAb 1D5 and anti-human legu-
main possessing different affinities
for precursor and mature forms of
legumain. Furthermore, another
truncated legumain genemissing 15
amino acids at the 5 end, which
removes a putative secretary signal
peptide, was expressed in E. coli
using the same induction method.
The His6-tagged protein was then
purified, and activity and inhibitor
assays were performed to study the
effect of the signal peptide on
enzyme activity. The results (sup-
plemental Fig. S2) showed that legu-
main with or without signal peptide
displayed similar protease activities.
pH Dependence of Legumain Ac-
tivity—Purified recombinant legu-
main was incubated at 30 °C with
pH buffers in the range of pH 3.0–
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8.8, and activity against legumain-specific substrate Z-Ala-Ala-
Asn-NHMec was measured. Interestingly, two distinct peaks,
one at pH 4.0 and the other one at pH 7.5, could be observed
(Fig. 4). The reason for this unusual biphasic activity profile is
not known but may be related to the localization of Blastocystis
legumain in intracellular compartments and on the parasite
surface (see below).
Cellular Localization of Blastocystis Legumain—To investi-
gate the localization of legumain in Blastocystis, mAb 1D5 and
anti-human legumain were used as primary antibodies to stain
nonpermeabilized and permeabilized Blastocystis cells. 4,6-
Diamidino-2-phenylindole (blue, nuclear staining) and fluores-
cein diacetate (green, staining cytoplasm and central vacuole)
were included to visualize cellular structures. Blastocystis cells
have a large central vacuole that occupies 90% of the cell
volume and forces the cytoplasm and organelles into a very thin
peripheral rim (20). Both antibodies revealed surface labeling in
nonpermeabilized samples, whereas intracellular localization
within vesicular-like structures was observed on permeabilized
samples (Fig. 5). This result suggests that Blastocystis legumain
localizes on the cell surface as well as in the cytoplasm and
central vacuole.
Regulation of Legumain Protease Activity—Recombinant
legumain protease activity was performed in PBS buffer with
fluorogenic substrate Z-Ala-Ala-Asn-NHMec in the pres-
ence of mAb 1D5 or inhibitor. From the results (Fig. 6), the
legumain-specific inhibitor carbobenzyloxy-Ala-Ala-AAsn-
epoxycarboxylate ethyl ester (APE-RR) showed over 90% inhi-
bition when compared with MOCK control; monoclonal anti-
body mAb 1D5 showed about 20% inhibition; cystatin showed
about 25% inhibition, and caspase-1 inhibitor Ac-YVAD-CMK
had only a 10% inhibitory effect. There were no inhibitory
effects for nonspecific IgM and cathepsin B inhibitor Z-FA-
fluoromethyl ketone even when the final concentration of the
inhibitor was increased by 5-fold (data not shown).
Annexin V Apoptosis Assay—Previous studies showed that
mAb 1D5 induces PCD features in Blastocystis (2, 21). We
asked if the induction of PCD was triggered by inhibition of
surface legumain activity. Blastocystis cells were incubated for
4 h with antibody mAb 1D5 or protease inhibitors described
above. To ensure reaction specificity, competitive inhibition
assays were included. This involved the preincubation of mAb
1D5 or legumain inhibitor APE-RR with purified recombinant
legumain protein (r-legumain) at amolar ratio of 1:2 for 30min
before adding to cells. Annexin V-fluorescein isothiocyanate
staining was used to detect flipped PS as an early signal of cell
apoptosis. From the results (Fig. 7), 18.29% of the population
was annexinV-positive inmAb 1D5-treated cells; 49.53% of the
populationwas annexinV-positive in cystatin-treated cells; and
47.04% of the population was annexin V-positive in legumain
inhibitor-treated cells. The extensive annexin V-positive pop-
ulation seen in mAb 1D5 and legumain inhibitor-treated cells
was abrogated when mAb 1D5 or legumain inhibitor was
preincubated with purified r-legumain. There was no signifi-
cant increase of annexin V-positive cells for cells treated with
caspase-1 and cathepsin B inhibitor. The percentage of annexin
V-positive cells inmAb 1D5-treated cells might be less than the
actual value, which can probably be attributed to the blockage
of annexin V access to PS by the surrounding antibodies.
TUNEL Assay—To confirm the correlation between legu-
main protease activity with cell death, the TUNEL assay was
employed to quantify in situ DNA fragmentation, a late stage
PCD event. Blastocystis cells were incubated for 24 h with anti-
body mAb 1D5, protease inhibitors, preneutralized mAb 1D5,
or legumain inhibitor. As shown in Fig. 8, 90.11% of the popu-
lation was TUNEL-positive in cystatin-treated cells; 80.25% of
the population was TUNEL-positive in legumain inhibitor-
treated cells; and 47.17% of the population was TUNEL-posi-
tive when cells were treatedwithmAb 1D5. Similar to the trend
observed in the annexin V apoptosis assay, there was no signif-
icant increase in TUNEL-positive cells when these were treated
with caspase-1 inhibitor (2.5%) or cathepsinB inhibitor (0.97%).
As also observed for the annexin V assays, the r-legumain-pre-
incubatedmAb 1D5 and the legumain inhibitor showed no sig-
nificant increase in TUNEL-positive cells.
DISCUSSION
Our previous studies showed that the cytotoxic surface-reac-
tive mAb 1D5 induced a number of typical PCD features in
Blastocystis (3, 21, 22), including cell shrinkage, caspase-like
activity, PS externalization, mitochondrial outer membrane
permeabilization, and DNA fragmentation. This study reveals
that the target of mAb 1D5 is a surface legumain. Comparison
of Blastocystis full-length protein sequence with other legu-
main sequences showed that Blastocystis legumain was 30.1%
FIGURE 5. Localization of mAb 1D5 and anti-legumain. Nonpermeabilized or permeabilized cells were incubated with primary antibody (mAb 1D5 or
anti-legumain) followed by incubated with AlexaFluor 594-conjugated secondary antibody (red). Nuclei were stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (blue), and cytoplasm and central vacuole were stained with fluorescein diacetate (FDA) (green). A confocal microscope with differential interference
contrast (DIC) optics was used to observe cell morphology. Arrows indicate healthy cells revealing surface labeling, and triangles indicate cells with compro-
mised membranes resulting in intracellular staining. Control conditions include absence of primary antibody or using nonspecific antibody as the primary
antibody.
FIGURE 6. Inhibition of Blastocystis legumain protease activity by anti-
body and inhibitors. Purified r-legumain and fluorogenic substrate Z-Ala-
Ala-Asn-NHMec were incubated at 30 °C in the presence or absence of anti-
body or protease inhibitor in PBS. MOCK control was performed with the
same volume of antibody (PBS) or inhibitor (DMSO) diluent. Values are
means  S.D. (error bar) from three independent experiments. *, p  0.01
versus MOCK control.
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identical to human, 28.4% identical to blood fluke, and 22.8%
identical to T. vaginalis legumains. Key conserved features
include the catalytic His-Cys dyad, four predominantly
hydrophobic amino acids closely preceding each of the cat-
alytic residues, putative N-terminal prodomain and C-ter-
minal extension, activity against legumain substrates, and inhi-
bition by legumain-specific inhibitors. From the multiple
sequence alignment,Blastocystis legumain possesses uniqueN-
and C-terminal regions, suggesting downstream substrates,
localization, and other properties distinct from reported legu-
mains. Regarding pH dependence of stability and activity,
mammalian and plant legumains have been found to be unsta-
ble at neutral pH (23) and to exhibit optimal activity at low pH,
with the pH optimum of human legumain at pH 4.0 (14), pig
legumain at pH 5.8 (23), and kidney bean legumain at pH 5.4
(23). Legumains from parasite origins, in contrast, have pH
optimum near neutral pH, e.g. T. vaginalis legumain at pH 7.0
(24) and the helminths Hemonchus contortus and Schistosoma
mansoni legumains at pH 7.0 (25) and 6.8 (26), respectively.
Blastocystis legumain is active over the wide range of pH 4–8
with the optimum pH at 7.5, similar
towhat has been reported inT. vagi-
nalis (23). It has been shown that
parasitic cysteine proteases have a
broad pH profile and serve various
extra-lysosomal functions as op-
posed to the narrow pH range of
mammalian lysosomal cysteine pro-
teases that primarily exert their
activity in the lysosome (27). Inter-
estingly, Blastocystis legumain has
biphasic pH dependence, with peaks
at pH 4.0 and 7.5, a property that
has not been seen in legumains
from all other origins, and is infre-
quently observed among enzymes
in general. Some individuals with
glucose-6-phosphate dehydroge-
nase deficiency harbor variant glu-
cose-6-phosphate dehydrogenases
that display biphasic pH optimum
curves (28, 29). In a study on renin
pH dependence, it was shown that
Ser-84 of human renin contributes
to the biphasic pH dependence of
the renin-angiotensinogen reaction
(30). This biphasic characteristic was
specific for human renin, whereas
mouse and rat renins exhibited single
peaks. It is presently unclear why
Blastocystis legumain exhibits two
peaks of enzyme activity. The local-
ization of the enzyme on the cell
surface and in intracellular com-
partments is consistent with activity
peaks at neutral and acidic pH val-
ues. We postulate that Blastocystis
legumain possesses multiple func-
tions and plays important roles at the cell surface and within
acidic compartments. Legumains are generally located within
lysosomes of mammalian cells and vacuoles of plant cells but
have been reported to localize to the cell surface of metastatic
tumors (17) and on the microvillar surfaces of helminth
intestinal cells (25). Surface legumains were suggested to
activate local zymogens that may aid tumor invasion or par-
ticipate in helminth alimentary digestion of host proteins.
Blastocystis cysteine proteases are able to cleave human
immunoglobulin A (31) and also induce pro-inflammatory
responses in host cells (32). The presence of legumain on the
parasite surface may similarly function to activate these pro-
teases. The localization of Blastocystis legumain to the cell
surface is probably promoted by its uncommon secretory
signal peptide. Such a signal peptide has only been explicitly
described in the legumain of the Chinese liver fluke C. sinen-
sis (19), which was found in the excretory-secretory products
as a serological antigen.
Blastocystis legumain activitywas abolished by the legumain-
specific inhibitor APE-RR, an aza-Asn derivative that does not
FIGURE 7. Annexin V apoptosis assay for inhibitor-pretreated cells. Cells were pretreated under different
conditions (culturedwith antibody, inhibitors, or neutralized antibody and inhibitor) for 4 h. Cells were stained
with annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC) to detect PS on the cell surface, and propidium iodide (PI) was
used to stain cells with loss of plasmamembrane integrity. 20,000 cells were analyzed by a flow cytometer. The
R5 quadrant represents the percentage of apoptotic cells (annexin V-fluorescein isothiocyanate positive/pro-
pidium iodide-negative cells) in the total cell population. MOCK control was performed with the same volume
of antibody (PBS) or inhibitor (DMSO) diluent. Nonspecific IgM was used as negative antibody control.
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cross-react with caspases, papain, and cathepsin (33). It is mod-
erately inhibited by cystatin andmAb 1D5 andweakly inhibited
by the caspase-1 inhibitor Ac-YVAD-CMK. Cystatins are
potent inhibitors of the papain-like cysteine peptidases in the
unrelated family C1 but also inhibit legumain, due to a separate
site on the cystatin molecule (34), although plant and mamma-
lian legumains have been shown to cleave caspase-1 substrates
(15, 23). Hence, Blastocystis legumain shares a number of char-
acteristics with legumains of other origins.
In plants, legumain is essential for
hypersensitive-response cell death
(15) and is also involved in fungal
toxin FB1-induced plant cell death
(16). Virus-induced gene silencing
of VPE revealed loss of VPE and
caspase-1 cleavage activities con-
comitant with loss of PCD features
upon tobacco mosaic virus induc-
tion, resulting in increased virus pro-
liferation. Hence, VPE-mediated cell
death is important for resistance to
pathogen infection. VPE targets that
mediate hypersensitive-response cell
death are currently unknown (35).
In contrast to the plant model, our
present studies suggest that Blasto-
cystis legumain mediates pro-sur-
vival functions. This is evidenced by
the significant PS externalization
and in situ DNA fragmentation
upon incubation with legumain
inhibitors. There was a positive cor-
relation between the extent of these
PCD features with the degree of
legumain inhibition (Fig. 9), with
legumain-specific inhibitor and cys-
tatin inducing the greatest amount
of PS flipping and DNA fragmenta-
tion. The data indicate that PCD
in Blastocystis is regulated by sur-
face legumain activity and suggests
a pro-survival role for the surface
molecule. However, although cysta-
tin only caused 45% inhibition of
Blastocystis legumain activity as com-
pared with 90% inhibitory effect by
the legumain-specific inhibitor, the
extent of cell death induced by cys-
tatin was even higher than that
induced by the legumain-specific
inhibitor. Because cystatin is also a
high affinity inhibitor of family C1
cysteine proteases, it is possible that
there is a papain-like cysteine prote-
ase downstream of legumain whose
inhibition triggers PCD, and by
inhibiting both legumain and this
hypothetical substrateprotease, cys-
tatin causes massive cell death in Blastocystis. Because cys-
tatin is a cell-impermeable inhibitor (36), it is thus unlikely that
PCD inductionwas due to inhibition of someother intracellular
enzyme. We speculate that Blastocystis cell surface legumain
may be responsible for processing and activating a downstream
cysteine protease, which also localizes at the cell surface andhas
important function in nutrition uptake. Alternatively, cystatin
may independently trigger PCD by inactivating papain-like
proteases on the parasite surface. Our previous studies showed
FIGURE 8. TUNEL apoptosis assays for inhibitor-pretreated cells. Cells were pretreated under different
conditions (culturedwith antibody, inhibitors, or neutralizedantibodyand inhibitor) for 24h. FragmentedDNA
was detected with BrdUTP and labeled with AlexaFluor 488-conjugated anti-bromodeoxyuridine antibody.
20,000 cells were analyzed by a flow cytometer. R3 represents the percentage of apoptotic cells in the total cell
population.MOCK controlwas performedwith the samevolumeof antibody (PBS) or inhibitor (DMSO) diluent.
Nonspecific IgM was used as negative antibody control. FITC, fluorescein isothiocyanate.
FIGURE 9. Relationship between Blastocystis legumain protease activity and cell death. Data of purified
r-legumain protease activity in the presence or absence of antibody or protease inhibitor was retrieved from
Fig. 6 and combined with data on cell death percentages by annexin V and TUNEL apoptosis assays retrieved
from Figs. 7 and 8, respectively. Values were means S.D. (error bars) from two independent sets of experi-
ments in Figs. 7 and 8. *, p 0.01 versus MOCK control; #, p 0.05 versus MOCK control.
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that mAb 1D5 exposure induces PCD features rapidly, as evi-
denced by PS externalization and caspase-like activity by 2 h
post-induction (4, 22), suggesting a direct role for legumain in
Blastocystis PCD. In this study, it was demonstrated that mAb
1D5 was able to inhibit Blastocystis legumain. It is known that
enzymes can be inhibited by some of their specific antibodies
through mechanisms such as steric hindrance and conforma-
tional changes (37). mAbs of different Ig subtypes have been
used to study the role of individual cytochrome P450 isoforms.
Because of their high specificity and high inhibitory activity,
carefully selectedmAbswere suggested to be superior to chem-
ical inhibitors to target specific cytochrome P450 enzymes (37).
mAb 1D5 is the first reported legumain-specific antibody that
has an inhibitory effect on this enzyme. The mechanism by
which Blastocystis legumain modulates PCD is presently
unclear. Human embryonic kidney 293 cells overexpressing
legumain appear more resistant to apoptosis compared with
cells that have basal levels and is associatedwith tumor invasion
and metastasis in vivo (17). More work needs to be done to
unravel the pro-survival mechanism of Blastocystis legumain
and to determine whether it is similar to that of tumor cells.
Identification of the substrates of legumainwill take us one step
further in delineating the legumain-mediated PCD pathway.
This study is the first to provide detailed functional charac-
terization of an unusual protozoan legumain. Blastocystis legu-
main is localized on the cell surface, has biphasic pH optima,
and is associated with PCD. As there have only been a handful
of protozoan genes shown to be involved in PCD, the identifi-
cation of a surface protease with a possible pro-survival func-
tion sheds new light on the mechanisms of PCD among the
unicellular eukaryotes.
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II. Annexe 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Liste des protéines potentiellement importées aux 
MLOs de Blastocystis sp. 
 

Pathway/component Gene product Target peptide Putative mitochondrial leader peptide
Mitoprot 
score
Mitopred 
score
Genetic information 
processing
Transcription
Transcription initiation 
factor TFIID (subunit D5) - 0.5321 92,30%
RNA-3'-phosphate cyclase + MRYITFKGPEQLRYRIIVATLTRK 0.5034 99,00%
DNA-directed RNA polymerase + MFALRCKHYAITHGLQRLFTTALFSRHPFQRF 0.9979 99,00%
Small nuclear 
ribonucleoprotein + MLSRFASRGHPTFSAMNRLSLQRQFANAKKKS 0.9716 99,00%
Translation
Ribosomal protein S2 mloDNA /
Ribosomal protein S3 mloDNA /
Ribosomal protein S3a + MAIGKKFLFLSANRFLGKSQKKV 0.8625 92,30%
Ribosomal protein S4 mloDNA /
Ribosomal protein S7 mloDNA /
Ribosomal protein S8 + MLMNVLANALKSITNAEKRGKRQVLVRP 0.7435 92,30%
+ MNVLANALKSITNAEKRGKRQVLVRP 0.7883 92,30%
mloDNA /
Ribosomal protein S8e + MGRQPAMTKLGAKRIYLVRCRGGNIKHRAIRL 0.9553 99,00%
+ MGRQPAMTKLGAKRIYLVRCRGGNIKHRAIRL 0.9553 99,00%
+ MTKLGAKRIYLVRCRGGNIKHRAIRL 0.8605 99,00%
+ MTKLGAKRIYLVRCRGGNIKHRAIRL 0.8608 99,00%
+ MTKLGAKRIYLVRCRGGNIKHRAIRL 0.8605 99,00%
+ MTKLGAKRIYLVRCRGGNIKHRAIRL 0.8608 99,00%
+ MTKLGAKRIYLVRCRGGNIKHRAIRL 0.8605 99,00%
Ribosomal protein S9 + MSTEAKPSVQCFGRKKNAVAVAHCKYGKGVLRL 0.6172 84,60%
+ MSTEAKPSVQCFGRKKNAVAVAHCKYGKGVLRL 0.6172 84,60%
Ribosomal protein S10 mloDNA /
Ribosomal protein S11 mloDNA /
Ribosomal protein S12 mloDNA /
Ribosomal protein S13 mloDNA /
Ribosomal protein S14 mloDNA /
Ribosomal protein S15 + MGRMYGKGKGISASCLPYKRT 0.5063 99,00%
+ MGRMYGKGKGISASCLPYKRT 0.5063 99,00%
+ MGRMYGKGKGISASCLPYKRT 0.5063 99,00%
Ribosomal protein S16 + MPVVIRLARLGRRHLPFYRIRV 0.9848 99,00%
+ MPVVIRLARLGRRHLPFYRIRV 0.9848 99,00%
Ribosomal protein S17 + MATVPKVARY 0.6973 92,30%
Ribosomal protein S17e + MLFGGFVASFSWRGRVRTKTVKRT 0.5575 99,00%
Ribosomal protein S19 mloDNA /
Ribosomal protein S24e + MSEAAVTVRVRKFMRNPLLKRRQ 0.9187 99,00%
Ribosomal protein S26e + MPFKRRNHGRSKKGRGHVKPVRCTHCGRC 0.7031 92,30%
Ribosomal protein S28e + MLAVVDKVLGRTGNTGNVTQVRVTFMDSSKRSIVRNVKGP 0.8995 99,00%
+ MHAVVDKVLGRTGNTGNVTQVRVTFLDASKRSIVRNVKGP 0.7522 99,00%
Ribosomal protein L1 + MLRATRPCLFLLASQFRCFGTSMAAGARKNPGRIYYSPLQAVTCVRN 0.9902 92,30%
Ribosomal protein L2 + MGRVIRGQRKGAKGAVFQAHTHLRKGVPQFRALDYSERNG 0.9706 99,00%
+ MGRVIRGQRKGAKGAVFQAHTHLRKGVPQFRALDYSERNG 0.9706 99,00%
+ MGRVIRGQRKGAKGAVFQAHTHLRKGVPQFRALDYSERNG 0.9706 99,00%
+ MGRVIRGQRKGAKGAVFQAHTHLRKGVPQFRALDYSERNG 0.9706 99,00%
+ MGRVIRGQRKGAKGAVFQAHTHLRKGVPQFRALDYSERNG 0.9706 99,00%
+ MGRVIRGQRKGAKGAVFQAHTHLRKGVPQFRALDYSERNG 0.9706 99,00%
+ MGRVIRGQRKGAKGAVFQAHTHLRKGVPQFRALDYSERNG 0.9706 99,00%
+ MGRVIRGQRKGAKGAVFQAHTHLRKGVPQFRALDYSERNG 0.9706 99,00%
Ribosomal protein L5 mloDNA /
Ribosomal protein L6 mloDNA /
Ribosomal protein L6e + MSRVVPKFFQVRAPATEKPKPTKLRASITAGTVLILLAGRY 0.9506 99,00%
Ribosomal protein L10e + MGRRPARCYRYCKNKPYIKSRFCRG 0.9407 92,30%
+ MGRRPARCYRYCKNKPYIKSRFCRG 0.9407 92,30%
Ribosomal protein L11 + MSKPVLTACIRLRI 0.6734 99,00%
Ribosomal protein L12 mloDNA /
Ribosomal protein L14 mloDNA /
Ribosomal protein L15 + MVTRIRSFSALPSRFSKNRKARGHVSAGHGRIGKHRCHPSGRG 0.9899 99,00%
Ribosomal protein L16 mloDNA /
Ribosomal protein L17 + MKHRVIFRKLGRKTSHRTAMLRNLTTSLIEH 0.9973 99,00%
Ribosomal protein L18a + MRLFAPNPVTA 0.8329 99,00%
+ MRLFAPNPVTA 0.8329 99,00%
Ribosomal protein L18e + MGMGIDLVAGGRNCGHKKRQAPKSENVYLALLVNLYRFLARRTNAR 0.6966 84,60%
Ribosomal protein L19 + MLGVYSNQLIRGISRTIPRAFAACFASA 0.9832 99,00%
+ MVSLKLQKRL 0.6183 92,30%
+ MVSLKLQKRL 0.6183 92,30%
Ribosomal protein L20 +
MGFVAHQYHKKIIKLAKGYRGRQKNCYRIAIR
SVIKAQARSYVGRKLKKRDMRSLWIQRINAAS
RLFGTNYNHL
0.9523 99,00%
Ribosomal protein L21 + MPHANGYRARTRYMFKRAFRC 0.9923 99,00%
Ribosomal protein L21 + MYITRPVGRFGLQLLRKQVPAFSCNASQRWFSDKVTPE 0.9352 99,00%
Ribosomal protein L24 + MQNMKRLVHPVIKHRM 0.5965 92,30%
Ribosomal protein L25 + MFSSVRIGASLAPRIIEGLRPFSKAVSQK 0.8606 99,00%
Ribosomal protein L27 +
MLHGSVFCLFCRFAHNQSGGKTLNGRDSNPKY
LGLKKFGGEKVIPGNIIMRQRGTKFHPGQGVG
MGRD
0.5517 84,60%
Ribosomal protein L32e + MSPARKVKIVKKRTVSFPRFQADKFKRMNQHWRKPKGIDGRCRRRFRG 0.9096 99,00%
+ MSPSRKIKIVKKRTVSFPRFQADKFKRMNQHWRKPKGIDGRCRRRFRG 0.9096 99,00%
+ MSPARKVKIVKKRTVSFPRFQADKFKRMNQHWRKPKGIDGRCRRRFRG 0.9096 99,00%
Ribosomal protein L34e + MVANRRVTYRRRHSYNTASNRIEVVKTPGARLTAHYIEKSVQAPKCRCCKKVLPGIPRLRR 0.9824 84,60%
+ MVANRRVTYRRRHSYNTASNRIEVVKTPGARL
TAHYIEKSVQAPKCRCCKKVLPGIPRLRR
0.9824 84,60%
Ribosomal protein L35a + MPKHSNKLYVKGVFLGYRRS 0.9583 99,00%
Ribosomal protein L35a + MPYRHPKLCVKGVFMGYRRS 0.9814 99,00%
Ribosomal protein L37e +
MSVFFVVLKNVTKGTSSFGKRHTKTHTICRRC
GRRAFHIQKSRCGSCGYPDAKMRHYNWALKSS
RRRGQGTGRMSYLKTMTRRFKNGFRE
0.9972 99,00%
Ribosomal protein L37e + MRHYNWALKSSRRRGQGTGRMSYLKTMTRRFKNGFRE 0.98 99,00%
Ribosomal protein L37ae + MRSRGVTLVQLKSAMGKRTKKVGICGKYGTRYGSSLRKIVKKIEISQHGTYTCAFCGKNTVKRT 0.9837 84,60%
Ribosomal protein L39e + MRQNRPLPQWFRLRTGNTIRY 0.9752 99,00%
Ribosomal protein L4/L1e +
MVGGAARPVVSVYSVETANKIVSTVPLPSVFT
APIRTDVVQFVHTNLNKNHRQPYAVFKRAGHQ
HSAISWGTGRAVARVPRVSGGGTARSGQGAFA
NMCRKGRMFAPTKIWR
0.9941 99,00%
Ribosomal protein L7/L12 + MFARQCVYGCKRILSYGSEFGFSRSSASAVRYLTRCAVPRTVSVPVAQRYFSTESAAK 0.9839 84,60%
Ribosomal protein L14b/L23e + MAAKRGRGGAAGNKFKMSLGLPAGAIMNCADNTGAKNLYVISVYGIGARLNRL 0.5567 99,00%
+ MAAKRGRGGAAGNKFKMSLGLPAGAIMNCADNTGAKNLYVISVYGIGARLNRL 0.5567 99,00%
Ribosomal protein L19/L19e + MVSLKLQKRL 0.6183 92,30%
Ribosomal protein L37a/L37e + MRHYNWALKSSRRRGQGTGRMSYLKTMTRRFKNGFRE 0.98 99,00%
Like-Sm ribonucleoprotein, 
core + MLSRFASRGHPTFSAMNRLSLQRQFANAKKKS 0.9716 99,00%
Electron transport chain 
(ETC)
Complex I
subunit NuoA (ND3) mloDNA /
subunit NuoB (NDUFS7) + MQRIITSAARVA 0.9885 99,00%
subunit NuoC (NDUFS3) mloDNA /
subunit NuoD (NDUFS2) mloDNA /
subunit NuoE (NDUFV2) + MFRALTSVSSRV 0.883 92,30%
subunit NuoF (NDUFV1) + MQTLLTRGIRSCVSKPSVYRVVARSFAAGPAAP 0.997 92,30%
+ MQGEIPIFSSLNRMQTLLIRGTRTYLGKPSVFRAIARSFAAGPAAP 0.9611 84,60%
subunit NuoG (NDUFS1) mloDNA /
subunit NuoH (ND1) mloDNA /
subunit NuoI (NDUFS8) + MLSQLASRSARLVNVSSVRCFSAFAPTA 0.8802 99,00%
subunit NuoJ (ND6) mloDNA /
subunit NuoK (ND4L) mloDNA /
subunit NuoL (ND5) mloDNA /
subunit NuoM (ND4) mloDNA /
subunit NuoN (ND2) mloDNA /
subunit NDUFA2 -
subunit NDUFA5 + MFVSRVLCTTLKRT 0.8666 99,00%
+ MQCDMGWFMTCCRMFVTRALCSMVKRT 0.848 84,60%
subunit NDUFA6 + MPAYQTLMEMGPALTSRAASAKAVRLYKAIVKQLPRIISTYQMNL 0.6101 99,00%
subunit NDUFA9 +
MLRTLVMKNSLRVLSRSITSDMIPGTVGLGGR
MSQCPLKVTIFGASTGNLGRSVVYELASRGVT
CMIPYRG
0.9968 92,30%
subunit NDUFB9 - 84,60%
subunit NDUFA12 isoform 
CRA_a - 0.9516 99,00%
Complexe II 
Succinate dehydrogenase 
flavoprotein subunit (SDHA) + MGKTAPALTRAFRATACRS 0.9202 92,30%
+ MGKTAPALTRAFRATACRS 0.9202 92,30%
+ MGKTAPALTRAFRATACRS 0.9202 92,30%
+ MLPSCRILGKTAPALTRAFRATACRS 0.9552 92,30%
Succinate dehydrogenase 
iron-sulphur subunit (SDHB) + MLVKSFTRQPFLLQSAAQRL 0.88 84,60%
Succinate dehydrogenase 
cytochrome b560 (SDHC) + MKASPVLFQRPLSYIEEQY 0.2121
Succinate dehydrogenase 
cytochrome b small subunit 
(SDHD)
+ MAMTMRALRLGQMSAKSISCYASSVAPVFVRF 0.9417
Ubiquinone biosynthesis
Ubiquinone biosynthesis 
protein + MSSIAMRLPRTLRVSRFLKCRM 0.9984 92,30%
Fe/S cluster assembly
Monothiol glutaredoxin 
(Grx5) + MYRSLAAIQLSRQLFKSYSRLPRVFFSSQSAD 0.9956 99,00%
Mitoferrin (Mrs3/Mrs4) -
Cysteine desulfurase Nfs1 -
Scaffold protein Isu1 + MFTFVKGVVPKAQRL 0.9816 99,00%
+ MFSLARSAPRFVFAARSLTCTTRLY 0.9902 99,00%
Scaffold protein Isa2 + MYRFVSSTRLVTPIFSRSFTKVINSG 0.9957 92,30%
Heat shock protein 70 
(Hsp70) -
Heat shock protein 40 + MFHFARSATRGLSNYLLGAMQARLLLRQSQNVFTRSLFGFGGSPGNMGCRG 0.9845 92,30%
+ MLGAFARKAISTVGMRPLGLQLNRNFLVPMHGQLSSNGLFGRHMSSTRD 0.9849 99,00%
Nucleotide exchange factor 
Mge1 +
MLTPLLSACSIVWSLLLFVTPADGRPLYRSFH
PA 0.4672
P-loop NTPase Ind1 -
Ferredoxin + MLALCPLTALARGVVSRGFVTIHFHT 0.6646
Frataxin -
Mitochondrial protein 
import
Translocase of the Outer 
Mitochondrial Membrane 
(TOM)
Tom70 -
Sorting and Assembly 
Machinery of the Outer 
Mitochondrial Membrane 
(SAM)
Sam50 -
Mitochondrial 
Intermembrane Space 
Import and Assembly 
(MIA)
Erv1 + MFSRLFSARPIIARAGIRIRSGVSNPCRWIAHSSVRM 0.9978 84,60%
Intermembrane Space 
Chaperones
Tim9-Tim10 -
Tim8-Tim13 -
Carrier Translocase of the 
Inner Mitochondrial 
Membrane (TIM22)
Tim22 -
Presequence Translocase of 
the Inner Mitochondrial 
Membrane (TIM23)
Tim23 -
Tim17 -
Tim50 -
Tim21 - 0.8144 84,60%
Presequence Translocase-
Associated Motor (PAM)
Heat shock protein 70 
(Hsp70) -
Nucleotide exchange factor 
Mge1 +
MLTPLLSACSIVWSLLLFVTPADGRPLYRSFH
PA 0.4672
Pam18 + MFHFARSATRGLSNYLLGAMQARLLLRQSQNVFTRSLFGFGGSPGNMGCRG 0.9845 92,30%
Pam16 +
MFANAIRTSIKALRVPAVVPLRSMMTCTNYRP
NTNLHRSHPGQLYVQRRTFWGPVVRLFTQLAA
SL
0.9974 84,60%
Mdj2 - 0.88
Mitochondrial Processing 
Peptidases
Mitochondrial-processing 
peptidase (subunit α) + MLRIGATTQRLVRSTLRY 0.9944 99,00%
Mitochondrial-processing 
peptidase (subunit β) +
MLSRIIHNPRLLVPSRNLLRAFSSSLPSYLFN
VPATEVTTLPNGVRVLSQGGYGK 0.9727 92,30%
Oct1 - 0.4925
Imp1-Imp2 -
m-AAA (Yta12) -
m-AAA (Yta10) -
Mitochondrial Export 
Machinery
Oxa1 -
Mdm38 -
Cpn60 + MQRVASRGSTLIRRCFATGKELK 0.9942 99,00%
+ MQRVASRGSTLIRRCFATGKELK 0.9942 99,00%
Cpn10 -
hsp78 + MLTKATKLMFTARPLLTLSRS 0.9399 92,30%
Zim17 -
Pyruvate metabolism
Pyruvate Dehydrogenase E1 
(subunit α) + MLTCAVGKTLPRQLIRAFSSKTFTV 0.9974 99,00%
Pyruvate Dehydrogenase E1 
(subunit β) + MLALSRAARLSGCSIIRTFSAGAVAN 0.9942 99,00%
Pyruvate Dehydrogenase E2 
(dihydrolipoamide 
acetyltransferase)
+ MLSRFAVATRSGVTAVNLLSRTHGSVSHIIRCFASSLPEH 0.9348 99,30%
+ MFATRLVNSVIRSSNIKLVRLFNSEYTKHFLMPAAARLVALNNLDASSIVGTGLGGRIMRY 0.9682 92,30%
Pyruvate Dehydrogenase E3 
(dihydrolipoamide 
dehydrogenase)
-
Pyruvate:Ferredoxin 
(flavodoxin) Oxidoreductase 
(PFO)
+ MFSTCAKRAVCGISRF 0.9837 99,00%
+ MFSTCAKRAVCGISRF 0.9841 99,00%
+ MLAVALKQSFRQSAMLAGSLNGSVAKSTFTRLFSEYKKVR 0.8813 99,00%
+ MLAVALKQSFRQSAMLAGSLNGSVAKSTFTRLFSEYKKVR 0.8813 99,00%
Pyruvate:NADP+ 
Oxidoreductase (PNO) +
MTPFRIHSFFQPYLVSKYCPRTIVFRHSLLCS
RNRTVELWNRIIFFSITKV 0.9627 84,60%
Pyruvate Carboxylase 
(subunit α) + MFKLGTSSSILSKCGWRLLSKRSFEK 0.9876 84,60%
Pyruvate Carboxylase 
(subunit β) + MITCPMPGSVCRVLVKNGEKV 0.5951 84,60%
Acetate:succinate CoA 
Transferase (ASCT) -
Succinyl-CoA Synthetase 
subunit α (SCSα) + MLSCVSKVSRIGLSVARA 0.6578 99,00%
+ MLSSVSKVSRIGLSVARA 0.6678 99,00%
+ MLSSVSKVSRIGLSVARA 0.6678 99,00%
Succinyl-CoA Synthetase 
subunit β (SCSβ) +
MFTRGLIAASTKTYVSSMLKMAPKAVGAVRNL
NIHEWQSKQLIQKYGGRA 0.924 99,00%
Ferredoxin + MLALCPLTALARGVVSRGFVTIHFHT 0.6646
Malate Dehydrogenase (MDH) + MFASRSAVVAKAFTRA 0.9928 99,00%
+ MFARTFSRAVRSFSTGAKVA 0.9934 99,00%
Fumarate Hydratase + MHFRFPFFPSFHIYRYYSSPFFLKIAYSLLRMSALIRSAPKAAAASRIFLRGAATRT 0.9946 84,60%
Iron-hydrogenase + MLSALSSFAVRRSFLAAASCRSFAAAAQGN 0.9911 92,30%
Iron hydrogenase assembly 
protein + MIPCFARRACRFTRLLSTATGNA 0.9953 99,00%
Propionate metabolism
Methylmalonyl-CoA mutase + MLAATRQLAKTSVRA 0.929 92,30%
Methylmalonyl-CoA epimerase + MLANFARRAFATAKPYRILGIQQIAI 0.9689 99,00%
Propionyl-CoA carboxylase 
subunit α +
MRFHVSYIIFALYCSLNLIRTMFGRSFSGIRS
VSKLARSFATEGELP 0.9978 99,00%
+ MFGRSFSGIRGVSKLARSFATEGELP 0.9582 92,30%
+ MFGRSFSGIRGVSKLARSFATEGELP 0.9582 92,30%
+ MFGRSFSGIRGVSKLARSFATEGELP 0.9582 92,30%
+ MFGRSFSGIRGVSKLARSFATEGELP 0.9582 92,30%
+ MFGRSFSGIRGVSKLARSFATEGELP 0.9582 92,30%
Propionyl-CoA carboxylase 
subunit β + MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.8317 92,30%
+ MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.8317 92,30%
+ MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.8317 92,30%
+ MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.8317 92,30%
+ MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.8317 92,30%
+ MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.8317 92,30%
+ MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.8317 92,30%
+ MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.8317 92,30%
+ MISKRAVTLARSFAGAVDLT 0.5593 92,30%
Fatty acid metabolism
Beta oxidation
Enoyl-CoA hydratase + MQTSLTRLRRLGLVSVAL 0.6704 99,00%
3-hydroxyacyl-CoA 
dehydrogenase + MVSKSKRTHSLDLFVNVLNKNVIGYFNMVRL 0.9193 84,60%
Long-chain acyl-CoA 
synthetase + MLSRSFSVLKTRNVVRALSTSLKSY 0.9945 99,00%
Fatty acid biosynthesis
trans-2-enoyl-CoA reductase + MAAIAVLKNSMLKPSLCRFAGTVNAAVFQKYGNPTNVLRRQ 0.9883 92,30%
Biotin carboxylase - 0.9779 84,60%
Acetyl-CoA carboxylase -
3-oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] reductase + MSQVCIISGCSRGIGKAIATT 0.9002 99,00%
3-oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] synthase -
2-enoyl-[acyl-carrier-
protein] reductase + MLANKVVLVTGIANGRSIAWNIAKK 0.8534 92,30%
Acyl carrier protein + MSAIVFSSVRLLRTPIFIRS 0.7049 92,30%
Amino acid metabolism
Glutamate metabolism
Glutamine synthetase - 0.9203 99,00%
Glutamyl-tRNA synthetase + MPFPFSFVRFASTTRVRF 0.8672 92,30%
Aspartate aminotransferase + MFAKVVKFARPTVYRSFATSRWAA 0.9906 92,30%
Alanine and aspartate 
metabolism
Aspartate ammonia-lyase + MHFRFPFFPSFHIYRYYSSPFFLKIAYSLLRMSALIRSAPKAAAASRIFLRGAATRT 0.9946 84,60%
+ MSALIRSAPKAAAASRIFLRGAATRT 0.9481 99,00%
Aspartyl-tRNA synthetase + MLARRAYFSLKFSSRLFRSLSSKADAF 0.9985 92,30%
Alanyl-tRNA synthetase + MLLCSGRELSRRIFKSRSPV 0.9424 99,00%
Asparagine synthetase - 0.5478 84,60%
Aspartate aminotransferase + MFAKVVKFARPTVYRSFATSRWAA 0.9906 92,30%
Alanine aminotransferase 2 + MLRIVNRFSLPTLRSFSSRITID 0.9868 84,60%
+ MLRIVNRFSLPTLRSFSSRITID 0.9868 84,60%
+ MLRIVNRFSLPTLRSFSSRITID 0.9868 84,60%
+ MLRIVNRFSLPTLRSFSSRITID 0.9868 84,60%
Glycine, serine, threonine 
metabolism
Threonine synthetase - 0.5825 84,60%
Threonine dehydrogenase + MLATAAKATFSAARTFATANAPR 0.9081 99,00%
+ MLATAAKATFSAARTFATANAPR 0.9081 99,00%
Glycine 
hydroxymethyltransferase + MISALSRSIRLSAARI 0.9732 99,00%
D-3-phosphoglycerate 
dehydrogenase + MQASRFVRAFASAAKPKILVTRQIPAPAMKM 0.9832 99,00%
Glycine dehydrogenase + MQSLIRSALRRTGSLAVVARFASTRPFAPVFNFV 0.9975 99,00%
Aminomethyltransferase + MLATVAKTFTRPAIRAFSVSANIA 0.992 99,00%
Glycyl-tRNA synthetase + MVRSFSTNVVDIGGIRASLTRQ 0.8176 99,00%
Phosphatidylserine 
decarboxylase +
MFTVVRATRATSGKAISRCLFASAKSSKPFYR
RFITPTTVGL 0.9975 99,00%
Methionine metabolism
Methionyl-tRNA synthetase + MLRSFSSFLRRGGSLARF 0.9535 84,60%
Cysteine metabolism
Cysteinyl-tRNA synthetase + MICRLKLFQRQIRSFSTVLPRL 0.9965 92,30%
Aspartate aminotransferase + MFAKVVKFARPTVYRSFATSRWAA 0.9906 92,30%
Valine, leucine, isoleucine 
metabolism
Branched-chain amino acid 
aminotransferase + MSLSALHRSSLTLGMTVARSFSSTFNII 0.9814 99,00%
Leucyl-tRNA synthetase + MLKVAITGTKRIQHARLFACLRGFSTTAEEA 0.7923 92,30%
Isoleucyl-tRNA synthetase +
MSQKIGKAASKIFSKTINSPKTSFPMFANPAL
REKPYLKRCTSGMYMTPMKYCNVDLYNWQKQA
RS
0.9394 92,30%
Valyl-tRNA synthetase - 0.9153 92,30%
Valine, leucine, isoleucine 
degradation
Isovaleryl-CoA 
dehydrogenase +
MLTSRLLHSGRALVPCFISPILFGNNQLITRK
LVNAFSTN 0.9559 92,30%
3-hydroxyacyl-CoA 
dehydrogenase + MVSKSKRTHSLDLFVNVLNKNVIGYFNMVRL 0.9193 84,60%
3-hydroxyisobutyrate 
dehydrogenase - 0.6995 84,60%
Lysine metabolism
Diaminopimelate 
decarboxylase -
Lysyl-tRNA synthetase + MAAVASRGFSKVVENN 0.7542 92,30%
Arginine, proline 
metabolism
Prolyl-tRNA synthetase - 0.9737 84,60%
Aspartate aminotransferase + MFAKVVKFARPTVYRSFATSRWAA 0.9906 92,30%
Histidine metabolism
Imidazolonepropionase - 0.814 92,30%
Phenylalanine, tyrosine 
metabolism
Phenylalanyl-tRNA 
synthetase + MLSRSFYVCYSASKRSFVNLVKFI 0.9337 99,00%
Tyrosyl-tRNA synthetase - 0.6259 84,60%
Tyrosyl-tRNA deacylase + MRVVLQRVLSASVTVD 0.9082 99,00%
Nucleotide metabolism
Purine metabolism
Ribose-phosphate 
pyrophosphokinase +
MWSKLFGCSVKQTARFVNRANSPLLRKALTRV
QSTGTNQASWNVGGILGAGALGLTCCYLTSRA
FAQSKDNE
0.9982 99,00%
DNA-directed RNA polymerase 
II + MNGAVNPSTTKLFRVRKTVFKMLSKRGY 0.9551 99,00%
Adenylate kinase + MSFYKNLNVALHLKRKNILFIGAPGSGKGTYSRIISPILMIP 0.8453 92,30%
Adenosine deaminase + MKKAEKAFQNQIVTRLVLSINRS 0.9195 92,30%
Pyrimidine metabolism
Dihydroorotate oxidase + MFCRFSRVAPRLTRSFSSGTSAK 0.9955 99,00%
DNA-directed RNA polymerase 
II + MNGAVNPSTTKLFRVRKTVFKMLSKRGY 0.9551 99,00%
Thymidylate synthase + MSIIRFSIVAAMTTKRGIGLNGGLP 0.8795 99,00%
Pseudouridylate synthase + MRCVVPYIYKHETFCKQRWFGKKIIDV 0.572 84,60%
Histone proteins
Histone H3 + MARTKQTARKSTGGKVPRKQLATKAARKSSPAAGAVKKPHRYRP 0.997 92,30%
+ MARTKQTARKSTGGKVPRKQLATKAARKSSPAAGAVKKPHRYRP 0.997 92,30%
+ MARTKQTARKSTGGKVPRKQLATKAARKSSPAAGAVKKPHRYRP 0.997 92,30%
+ MARTKQTARKSTGGKVPRKQLATKAARKSSPAAGAVKKPHRYRP 0.997 92,30%
+ MARTKQTARKSTGGKVPRKQLATKAARKSSPAAGAVKKPHRYRP 0.997 92,30%
+ MARTKQTARKSTGGKVPRKQLATKAARKSSPAAGAVKKPHRYRP 0.997 92,30%
Histone H4 + MSGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVMRDNILGITKPAIRRLARRGGVKRI 0.9828 92,30%
+ MSGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVMRDNILGITKPAIRRLARRGGVKRI 0.9828 92,30%
+ MSGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVMRDNILGITKPAIRRLARRGGVKRI 0.9828 92,30%
+ MSGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVMRDNILGITKPAIRRLARRGGVKRI 0.9828 92,30%
Histone H2A + MSGKGKGKGGRG 0.9264 92,30%
+ MSGKGKGKGGRG 0.9264 92,30%
+ MSGKGKGKGGRG 0.9297 99,00%
+ MSGKGKGKGGRG 0.9297 99,00%
+ MTRSTKAGLQFPVGRIHRFLKGRVSSRQRV 0.9623 99,00%
Transporters/carriers
2-oxoglutarate/malate 
carrier protein +
MSNKNSIAYTLRPYIAGGSGAIFSSICIHPID
LVKVRLQVANTAAEGRISGMAIAKSVVRNEGV
RGLFSGLSAAIARQ
0.8238 99,00%
ABC transporter type 1 + MWMYAESQSIRMGGKIRAMVSDAIYRKAFTLSSVSRC 0.6342 84,60%
+ MMMIVKIGVGMKSMVSEAIYRKALRLTSTAKGSTSTGQLVNIMSNDTNSLLMFMMMVTVIIMVP
FMLVICVVLVASMMGVLTWVAIAIYFVMLIIQ
FCVVGVSRPVRR
0.8329 99,00%
ABC transporter, putative + MCKRYLTRQWTMKTVIQSPLGYLSASGGVVNVVSRN 0.9951 92,30%
Arginine/ornithine 
transport system ATPase +
MFSCLGRSLSRAIPRCHAAAGCSIRLFGTQYS
VE 0.9962 99,00%
ATP/ADP translocator + MGKHQDRRLTFWQNFIAGGIAGVGSRTFTSPLDVVKIICQVGSKQHTGFIGTFKNVYSQEGLKG
FWKGNGVACVRLFPYSAINF
0.4117 99,00%
UAA transporter + MIPVMLAGTLFGTRKY 0.8551 92,30%
Oxygen salvage
Thioredoxin-dependent 
peroxide reductase +
MFMIPKFSKAVATAGRRFAAPAAFARCFSQIT
YGP 0.9909 99,00%
Thioredoxin + MIAARMNRMLFASALSSAKMLPQLRCFASAADKL 0.9594 92,30%
Glutathione peroxidase + MIYQFVFRDITGASVAFSQFRG 0.5373 84,60%
Glutathione reductase - 0.7529 84,60%
Superoxide dismutase + MYMKSFSSVIKSASLLRSFATAPYVIRALPYAKNAL 0.9737 99,00%
Glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase - 0.5269
Alternative oxydase (AOX) + MFSRFCSRSLTSRVPFFIRA 0.9557 99,00%
Others
FAD-dependent pyridine 
nucleotide-disulphide 
oxidoreductase
+ MLRVNIAKRFFSAFPKGRKIVIVGGVA 0.9825 99,00%
Acyl-CoA N-acyltransferase + MINIKVTHSSVWNSQTSFRFMNILYRQ 0.7953 84,60%
+ MKNRGDSIIANNTHNQKRIVQRM 0.9122 84,60%
Acetyl CoA synthetase 
subunit α + MFVRRLAAFKPMPFARMFTSSIKDY 0.9826 99,00%
+ MLSRSFSVLKTRNVVRALSTSLKSY 0.9944 99,00%
+ MLAGRFLWNCRRVCVRSFASSLKDI 0.9926 92,30%
Biotin-acetyl-CoA-
carboxylase ligase + MLSVKAVLARSGVKPLSGPFVKPIQARF 0.8497 84,60%
Short-chain 
dehydrogenase/reductase +
METSTAFYWGFAIVFLLLLRRLMKRKVIDLRG
QKVLITGAASGIGRMLAQDMVKK 0.9745 99,00%
+ MESLVGKVACITGASRGIGRGIALALAKE 0.7621 84,60%
+ MRREFKHVRNFISNIINIILLWILQYVWTLPGFVVILSYLYSNNTFRA 0.8547 99,00%
Iron-containing alcohol 
dehydrogenase +
MMKAVNNFNFANTTRIVFGKGQIAQLPTLIPK
DRIVYMTYGGGSIKRN 0.827 99,00%
Myb-like DNA-binding 
protein + MKRRQSQSSYPVPVQTKLLRQ 0.7796 99,00%
Transcriptional coactivator 
p15 + MQQRICSICCRISRSPVWKRSFAWISEPR 0.979 99,00%
Translation elongation 
factor EFG/EF2 + MAAKAVAATSAFSRCFAAPVSDD 0.7195 84,60%
RNA binding protein + MPQSRLVSASSSRSRSRSRS 0.9764 84,60%
+ MGRNSRSRSRDSHRSSRSHRHRS 0.8585 84,60%
RAB GTPase activating 
protein 1 + MNMLKDWKRFCANNPKVVKRRIRKGIPDSLRG 0.99 84,60%
+ MKSLRTLAWNGIPSVYRAVTWKLLLGYLPSIRSRQ 0.9773 84,60%
Holliday junction resolvase 
YqgF + MAVLTVKQLQSLYSKVAHIRPRLLGLDVGTT 0.628 99,00%
Translation elongation 
factor EFTu/EF1A +
MLSALRCVKNLATPAVNKLIVGSRVLPAFTSV
RSVSYERK 0.9588 99,00%
ATP-dependent DNA helicase + MHRWREIPLFPNPRGYRQRRHRGFLPASLSTTRPNRVADPPSARRSVRLSVRRLPENNAHP 0.8923 84,60%
Isy1-like splicing + MARTQEKAHTLMNKWVTSVHRMRMGQTAHRPLSAYECKT 0.9565 99,00%
Translation initiation 
factor 3 (EIF-3) + MGNQLIKTTRRS 0.9879 92,30%
DNA repair protein (XPGC) + MIKLLRRFSIQPIFV 0.7237 84,60%
Translation initiation 
factor 4E (eIF-4E) + MSRGRLVIRK 0.59 92,30%
Cold-shock protein DNA-
binding + MFGLVKSVTSVVPRT 0.935 99,00%
Translation elongation 
factor EF1A + MLHSTLSSQPTKYFFTFRRS 0.7674 99,00%
Translation elongation 
factor EF1B +
MLARVISAPLLRSISIRPFATVTAAMVKQLRD
LTGAPMMD 0.9727 99,00%
ATP-dependent RNA helicase 
DBP4 + MAGKKRQFSQKGKNFGKNKKGNRSIGHKKESK 0.9018 92,30%
Twinkle helicase + MHVLSQATLQQTRQSLQALHQQGHRRVHLPSLRHLRLLVRFQAEAGGSARGLALLPLSL 0.9662 92,30%
Recombinase A protein 
(RecA) +
MLRLTLKRVTGACVRSSILSTGMLQKRWFAAI
GKKA 0.9906 99,00%
Acyl CoA:diacylglycerol 
acyltransferase + MRISHRPLTAVLPMM 0.7565 92,30%
Cobalamin 
adenosyltransferase + MLSRVLTRTVKAVPTMTRNLHFRK 0.9971 99,00%
Cwf15/Cwc15 cell cycle 
control protein + MSTAHKPTWTPAAGRG 0.9396 99,00%
+ MSTAHKPTWTPAAGRG 0.9396 99,00%
Galactokinase + MGGYVLPFPTVLRGVAAGRRVPGKHCRVY 0.6541 84,60%
Phosphoglycerate kinase + MLSALSKRLFSTSRTVS 0.9785 99,00%
Serine-threonine kinase +
MASFIGTPIVNSSYPQRHQSRQHPNRQKQQHQ
NRRLRHLRSLHLPIPRPSPRRIRYLPRLLSTP
GSPY
0.9914 92,30%
+ MNVLALGPLKKCSRLNRGVKCRY 0.8909 99,00%
+ MCRSVGKYRKIARLNEGS 0.6116 99,00%
Dihydropteroate synthase + MQVFLALGSNIGNRQKHLYTALSKLRRIASLKDTS 0.9059 84,60%
TyrA protein + MLSIASKRVLRVALARPFSVEAQKV 0.9877 99,00%
Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase + MRYHSVLFALLALARN 0.7766 99,00%
Enolase + MLSRVSAISLKSFTRA 0.9829 99,00%
Inorganic pyrophosphatase + MLSTKLFRLNTSSIRSAVRLLSTYKGCT 0.9855 99,00%
Glutamate-cysteine ligase + MCARLIFTISSVTVSFQMRTWKAPASTYNTSVAREGMRKRRISASNQHT 0.9958 99,00%
Ferric reductase +
MIVASIPAIRRASWELFFYLHQIVILCLLVLF
IYHSSNFVYYATIPFVLYAADKLLRWFSIYSK
RC
0.8903 84,60%
Pseudouridine synthase + MLPPNAAALSMRIAKRIARSGVCSRR 0.9988 92,30%
Lipoyltransferase + MSGLIKTINRV 0.9098 92,30%
Rhodanese-like protein + MRKYNPRSRNLIIGMLASFRSIALKSTRLNFARA 0.973 99,00%
+ MLGTTIYRRDRLRRLIVIALLAF 0.7234 92,30%
CaaX prenyl protease + MRSLLRSALWSSHTYTSNWCAFPGRFIPSSSLKKSRALAFFTRRH 0.9876 99,00%
Arginine/ornithine 
transport system ATPase +
MFSCLGRSLSRAIPRCHAAAGCSIRLFGTQYS
VE 0.9962 99,00%
Fibrillarin +
MYLTVQTLSHDGSRGRGGFSGSRGGRGGSRGG
GRGGARGGGRGGARGGRGGARGGRGGARGGMR
G
0.9842 99,00%
Kinesin + MSVTTSTVASSIPVRVVVRV 0.8358 99,00%
+ MERLLQKAFAIRA 0.7932 92,30%
Cell division cycle protein 
48 +
MVQARLSTYFFQEVRRHVLTPSGCIIIGIVAQ
SQFGSINRQILCSGYLS 0.9277 84,60%
Protein phosphatase 2C + MNASSFFVKSRRALGTVSSLYRTGSIRIGTRG 0.9759 99,00%
C2 calcium-dependent 
membrane targeting +
MIHSIHSFNRLILRFIQFIHSFILRFIHSFIF
LRFLRLLGFLLLLL 0.9899 99,00%
Cation efflux protein + MLSVLHRTTTMPLKLFGLSQGRTVVLGLITPISNVRPLSFNTPAQ 0.8195 99,00%
Glucose-inhibited division 
protein A +
MLSRSICNRYIPPFPSSHFRACRSLARQFSST
LHYD 0.9884 99,00%
Gtr1/RagA G protein + MLSLRRWIGRSTSKPWRSSTCTAPTRSSTSWFTRWTRS 0.9973 99,00%
Exonuclease RRP6 + MVEWNVSGGFSVSPFSSRRQRIGSPRKPLSLRNRPFVCGSVFTSRLGLPRLGVARPRYHRE 0.9082 92,30%
Cullin-4B +
MDTFWSTILRCIITVSSLLTHLSRGDQNKNLT
TYCLNQIRSLLLSQESSLHIISRVIFFAFFSL
QTNIAILKSVKQVRE
0.8047 84,60%
Tetracycline resistance 
protein +
MLTTAGRNRSRFHLYVVSIACQTGFSIILPLV
PFVNEVLNTTSLQYSLTFSGYYLSMILSSIIF
GALSDRIGRRMAIVVSLFGLTLGSVVCYTTSN
VYVFIAARV
0.9794 99,00%
Mg2+ transporter protein + MPHSNPLRSGLQKGLVQRS 0.7184 92,30%
Major facilitator 
superfamily MFS-1 +
MLAGQTICGYVSSHFGWRSYFRVIPFLGMISF
FIQLPSRG 0.5834 99,00%
Acetyl-CoA synthetase + MLSRSFSVLKTRNVVRALSTSLKSY 0.9945 99,00%
Holliday junction ATP-
dependent DNA helicase ruvB +
MFKKLHRVKICTQHLSVLVIHCKTLSFAITLV
FIIPAEHFLFLIPFSVNKNEGLTGKQKSRRIV
AHSHIK
0.5893 92,30%
AFG1-like ATPase + MISSISKLVRFQNLSRVAVKAISCHTAVSSIHAPLRRFSSTAQPR 0.9899 99,00%
Lipid transporter + MQDSVLNRIARSAGLNMVIQVLNRLFSFLINAILIRF 0.8188 84,60%
Metallophosphoesterase + MKIVRTIYLRGFSKSILWT 0.8816 92,30%
Mitochondrial glycoprotein 
family protein (MAM33) + MLSKLLLSNVSALRVGMRPLARSFATRFYDS 0.9875 92,30%
Peptidase S54 + MSKRSVSVLQPVITTSKRVVYDNYRMFSRRPLQFSDSAY 0.859 84,60%
Elongation factor Tu + MLSALRCVKNLATPAVNKLIVGSRVLPAFTSVRSVSYERK 0.9588 99,00%
tRNA pseudouridine synthase 
D +
MKSTRIKSRPTHLIRKYLRYQKWLLRLTKTEV
NHQNVCSMYYISRL 0.8689 84,60%
Glycosyl transferase + MRSNSNFKSPKNKNSTSPPRL 0.6401 99,00%
GTP binding protein +
MFCLFGRTGAKSFRLARCIRPIHSGRGISRLG
CFPCSSVVWDRVTAYSSFLSTATQRRFIGSNH
EQY
0.9993 99,00%
Tetraacyldisaccharide-1-P 4-
kinase + MSLLLRKAACATRTLARGLFGF 0.9928 99,00%
Glutamine cyclotransferase + MSIIIIVRALRN 0.5644 92,30%
Ribosomal RNA 
methyltransferase + MFPTILRNSCYNGWRHTILRQFTTFKTAF 0.9466 99,00%
N-
acetylglucosaminyltransfera
se I 
+ MLFHRLLLKVLRPALNRV 0.9893 92,30%
Phospholipid/glycerol 
acyltransferase + MRPIFGSNKIR 0.8955 92,30%
Tetratricopeptide TPR_2 + MHILQRKGNRRFHDPVKMVTQLNSWFKGRL 0.9633 99,00%
Iron-containing alcohol 
dehydrogenase +
MMKAVNNFNFANTTRIVFGKGQIAQLPTLIPK
DRIVYMTYGGGSIKRN 0.8154 99,00%
+ MKAVNNFNFANTTRIVFGKGQIAQLPTLIPKDRIVYMTYGGGSIKRN 0.5345 99,00%
Hydroxymethylglutaryl-CoA 
reductase + MLSLCARSTHRGLLRGLLVARS 0.9878 92,30%
Carbohydrate kinase + MSSLQILKIARGIIPPLTSSLHKGQLGKIGVIGGCLEYTGAPFYAGISAMRA 0.8475 99,00%
ATP-NAD kinase + MGKTFQARRLTRHYSAYSVDPLFPPVAIRSLLKSCVSE 0.8779 84,60%
Adenylate kinase + MSLLRSSLILGRSLQSSVRCFSSTAGNV 0.9854 92,30%
Riboflavin kinase + MSVVRCITKLPVCRIEGTVVHGFKRG 0.6833 99,00%
Protein kinase + MNLRQPLQRRVTQYSVIRA 0.8998 92,30%
Methyltransferase + MFVLRSLSQKTAPFAVNGLKTMLRRT 0.9743 99,00%
3-hydroxyisobutyryl-CoA 
hydrolase +
MLSLNKLIVGSWRTSRHLTNATQKSLSGILAR
SYMAGRNWVAAQGLQMKNNAAELPSSAPFIYP
TRKGRC
0.9881 92,30%
Hypothetical protein + MLCGARKPKMCARSIVSNLVPRRIKLGACNRS 0.9707 92,30%
Unknown protein + MGNSVQTRNRRMFGNLLGHL 0.9519 99,00%
Unknown protein + MSKFTALSVALAIITRGIPSNLTKS 0.9228 99,00%
Unknown protein + MLAIRRGYRIVSPLRRFFAEIPAVN 0.9981 99,00%
Hypothetical protein + MTKKTKTRRY 0.7304 84,60%
Hypothetical protein + MLSIALRNRIAISSARRVALYRTVRCFATQSESA 0.9976 92,30%
+ MLSIALRNRIAISSARRVALYRTVRCFATQSESA 0.9976 92,30%
Hypothetical protein + MLKVAKNLRFGFFTNGYSSRRLISLNQIRPFTVSTTEQ 0.9507 84,60%
Unknown protein + MQRLLSPTARLTARCFRRFAGAEAKA 0.9946 99,00%
Unknown protein + MLSTLSRVKIPSRQIVCVSRLITHGSDVY 0.6747 99,00%
Unknown protein + MSSRSFTQSASLSSSQQSIGSNSRPFMNSFPGS 0.7093 92,30%
Hypothetical protein + MLSIALRNRIAISSARRVALYRTVRCFATQSESA 0.9976 92,30%
Hypothetical protein + MQARFRGLTNLVHYAKYVVCPRVGLRVFSTEASPS 0.9792 99,00%
Hypothetical protein + MLARVLQNPLSSRLIVTRSVSAFFQRRAFSENAESV 0.9823 99,00%
Hypothetical protein + MLSSLRTIRSLLPARRVFVSCFSTL 0.9687 99,00%
Unknown protein + MKRHFRHRNVALALRNLVRLTKTSRRKLSEELRDL 0.9932 99,00%
Hypothetical protein + MYALKLAKCLLRPAQFAPVRSTLRAFTTNPKGM 0.9741 99,00%
Hypothetical protein + MRLNGRSRSRSRSRSSSCRHRSRS 0.9722 92,30%
Hypothetical protein + MISLFVRNGARALSAVRAVG 0.9277 99,00%
Hypothetical protein + MLVSAKGLGTLRFVGRPCFFAKALNSSLGSARLFSQVRDPF 0.9442 92,30%
Hypothetical protein + MQSQDYLLNGRLVNNMVKMLFTRC 0.6696 84,60%
Hypothetical protein +
MTLPSGLRGFPSFVFFVAKIGAILLLAFHGML
AFMLNIANFNAVKEGGPLMMNVVGNVKQVVMI
ILSVVLFNNKMKPIGVIGSVICITGSMWYSMG
RI
0.7913 84,60%
Unknown protein + MCCQNAIQRTTVKVANLRG 0.7002 84,60%
Hypothetical protein + MKRLESTRRI 0.9218 92,30%
Hypothetical protein +
MSRINRMNRMKAMKAMKAMKAMKAMKAMNRVK
RMKEMNRTKRVNRMKAMKAMNRVKRMTPMTPM
TPMTPMNRTKRVNRM
0.9997 99,00%
Unknown protein + MIIFNTKRLFSVTDSVT 0.9658 84,60%
Hypothetical protein + MCGTCWRVGSPRLPTRWSASRAKWAVPSGWAGNSECPRWPRR 0.9793 92,30%
Hypothetical protein + MISLVNRGITRTFLDSTVRSFSVVAGST 0.9944 99,00%
Hypothetical protein + MLASSVFRVSRGVSVVVRTAARCRGGFSSPSLRFVLPPNTASICVRAFATSQEGE 0.9987 99,00%
Unknown protein + MKKLFEAISRWY 0.8129 99,00%
Hypothetical protein + MSFLAKVSPIHLLRRAFTRVINIE 0.9705 92,30%
Unknown protein +
MTTTRSRGSDATSRRSRRRTRWRSSWIRGMMC
RSRSKRRRKRRRRRKKERKKKRKRRRTSRAGR
R
1,0000 99,00%
Unknown protein + MELLCSLTSSVCRRAFYGIAGYTGRRIAPALSRLGTSSICARTIGTSSPNN 0.9413 92,30%
Hypothetical protein + MGRRPARCYRYCKNKPYIKSRFCRG 0.9407 92,30%
Hypothetical protein + MFVLRSLSQKTAPLAVNGLKTMLRRT 0.9684 99,00%
Hypothetical protein + MASRDLIMTFFGTGAMKPSLRRG 0.6831 84,60%
Unknown protein +
MSPVLRNQRTRLQARRKMRRKLAENGKKSVAS
AKRPRLLLKLLLPKKRQNRKRRKRFARSGRKS
ERSGRRLKQLPPQLPRLLLLLKKRQNRKKKRK
LVENGKKS
1,0000 99,00%
Unknown protein + MVKLFTRTLRYRFTYLPPTVKSRV 0.935 92,30%
Unknown protein + MKKRKTKMNHHKWKKRSKAKRF 0.9084 99,00%
Unknown protein +
MSARVFSRIPRQFARGVRFQRMAMPQVNPKMW
STNGMNFRFANELNSQYMKSSRTLRQLATRMR
VM
0.9989 99,00%
Unknown protein + MSARVFSSIPKQFARAARLRFANSPQMSRRMWKQAETQMSFLKQINKPVVPKSRSFSEMMERF 0.9987 99,00%
Unknown protein + MLSRALAFRTTFRGIYGMGANLQVFSRT 0.9913 99,00%
Unknown protein + MFNAIKQSAQKSVITVTSWYRV 0.9022 99,00%
Hypothetical protein + MFVLRSLSQKTAPFAVNGLKTMLRRT 0.9743 99,00%
Unknown protein + MNLAATYSPKYIGVCRKAPVALKTRG 0.5987 99,00%
Hypothetical protein + MGRHSRSRSRSRSHSRSRS 0.7062 92,30%
Unknown protein + MYVVRKRISQPRNWTIAWQTMTRFWSWNRRSRSTRANAGNWRS 0.9671 92,30%
Unknown protein +
MRSDIRSLPSGPSGAKGVAPAGSAGLAQGVVA
GMPQLVSPAVIPAVNRPLGQGYVPGVAALMPF
MQPAYFAQQGGPLPAGMAPTARF
0.6728 92,30%
Hypothetical protein + MFRLAVPRLVQLARPAVTVFPRLTPLCRDFSNRRRAG 0.8791 92,30%
Unknown protein + MVNRLQRQIQAIHRE 0.7851 84,60%
Unknown protein + MYAIRRGYRIVSPLRRFFAEIPAVN 0.9876 99,00%
Hypothetical protein +
MFRTLGTAARRFPCLASSRGVVRRNFALVNDI
SVRKRLTIGLSGFAIVATGCYFTGRTIYRSRR
AKKMARL
0.996 92,30%
Unknown protein + MKTLAQRSLAAVRKVN 0.8994 84,60%
Unknown protein + MMKNLRILVAPNQPS 0.5337 92,30%
Hypothetical protein + MRLGQTICRREFASSGSTWNFPSRTLAFFALSS 0.866 99,00%
Unknown protein +
MPHRSPPQRRANQLRRSQPDSPRSLSPLRRYP
NSTFLRSGHPSSRLRPPHPHRQEARPPRGNPR
VRRHPGRS
0.946 84,60%
Unknown protein + MVWSVLLPRSPIRSSVCRA 0.9829 92,30%
Hypothetical protein + MDKSLPVAPKKYRFGICAMRK 0.5831 84,60%
Unknown protein +
MLFRLLLVYSAVKTHRSRLPAFSSQQILAMLS
DYVLFHVFPGLTAVPAAKKVVEMAQKQRKGAK
SRG
0.8091 99,00%
Hypothetical protein + MSSTYYTLFQFKIKWKRRT 0.6008 99,00%
Hypothetical protein + MSAAIFIRYCSREMNQPVWRRAFSSVLSYSRY
PLFVVRKGYSSRLFRRNSSFFRK
0.9974 92,30%
Hypothetical protein + MWLKTWRKRFFILKGNKLYFSKGTRE 0.8502 92,30%
Unnamed protein product + MIKQKFNPTHQRPVFKRMLAFRGRALFSRLQTICRGGNNPSFLSCCNLPGRRSLLGNGLNARF 0.9849 99,00%
Hypothetical protein + MLAAVCRRAGAPLVRRFDSSLRNVSFLALYGVKKSGKVFQTDCFGGTMQVRRFASASEPM 0.9817 92,30%
Hypothetical protein + MSPIQPNQSGSLPFARSTQSASQLQQSKGLTNSLSNSSLRRS 0.9862 84,60%
Hypothetical protein + MLKAYRYILSSKMTK 0.9529 84,60%
Hypothetical protein + MFRTGLVRSLFAVARVASKPATVVRCFSPLVTPTNSQLLRTVRSNAPLFRSFATGNLTS 0.999 92,30%
Hypothetical protein + MGSGAKTKGKRQAGAGHRYTRRM 0.9898 92,30%
Hypothetical protein + MTKKTKTRRY 0.7304 84,60%
Hypothetical protein + MNRVFGILAILA 0.6393 92,30%
Hypothetical protein + MFRNALRATCRVLRQSEEVI 0.9686 84,60%
Hypothetical protein + MKRRARRRRWKRRQ 0.9939 84,60%
Unknown protein + MLSFQRVLPGIGNGIVAYSRVAVRCY 0.8213 99,00%
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